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Saccharasegehalt und Saccharasebildung in der Hefe. 
Von 
H. vy. Euler und Olof Svanberg. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen ain 10. Mai 1919.) 


Inhalt: 
I. Friihere Beobachtungen und Arbeiten. — II. Methodik. — III. De- 
finition der Inversionsfiihigkeit lebender Zellen. — IV. Konstanz der 


Inversionsfihigkeit zweier Hefen wiihrend 8 bzw. 2 Jahren. — V. Uber- 
sicht iiber die bis jetzt bestimmten Inversionsfihigkeiten. — VI, Ein- 
filuB der Temperatur auf die Saccharasebildung. — VII. Abhiingigkeit 
der Saccharasebildung von der Aciditiit. — VIIJ. Enzymgehalt in aus- 
gewaschener und nicht ausgewaschener Hefe. 


Seit einer Reihe von Jahren sind die Arbeiten des hiesigen 
Laboratoriums darauf gerichtet, den Enzymgehalt lebender 
Hefen quantitativ festzulegen. Dieser Aufgabe ist eine reich- 
liche Arbeit zugewandt worden, und zwar in der Erwiigung, 
dafi die Kenntnis der Reproduzierbarkeit eines normalen Zu- 
standes oder richtiger eines Ausgangszustandes der Zellen die 
Voraussetzung ist fiir ein erfolgreiches Studium der Enzym- 
veriinderungen. 

Die Enzymbildungen und Enzymverinderungen, Vorgiinge, 
welche noch im Bereich der quantitativen chemischen For- 
schung liegen, miissen die Grundlage bilden fiir die Kenntnis 
derjenigen Erscheinungen, mit welchen die lebende Zelle nach 
kiirzerer oder lingerer Zeit auf iiufere EHinfliisse reagiert. 

Schon aus den Jahren 1880—1890 besitzen wir Mit- 
teilungen iiber die Anderungen des Enzymgehalts, welche an 
Mikroorganismen bei der Vorbehandlung mit verschiedenen 


Nihrlésungen auftreten. Unter diesen Versuchen ist gewib 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVI. 15 

























hella conde eae te Se 
aeons k 
cae wi oe 


pee tr pees 
a i gE 





ae es 
ng are 
4! Tne: 


eT 








202 H. v. Euler und Olof Svanberg, 


manche sehr bemerkenswerte Beobachtung gemacht und ver- 
éffentlicht worden. Sicher ist aber, daf} die ailteren Beobach- 
tungen feste Ausgangspunkte zu einer Weiterentwicklung dieser 
Forschungsrichtung nicht geliefert haben. Dieselben gaben 
nimlich keinen Aufschluf dariiber, ob die erreichten Anderungen 
auch nur einigermafien reproduzierbar waren, oder ob sie 
nicht vielmehr im Bereich der Variationen lagen, welche un- 
abhingig von der Zusammensetzung der Niahrlésungen ent- 
stehen. Noch weniger liefien diese ilteren Beobachtungen 
allgemeine Schiliisse. dariiber zu, welche Bedingungen eine 
Anderung des Enzymgehaltes hervorrufen kénnen, und von 
welchem Umfang und welcher Art die Anderungen sind. 


I. Friihere Beobachtungen und Arbeiten’). 


Im Jahre 1882 machte Wortmann’) die Beobachtung, 
,da den Bakterien die héchst merkwiirdige Eigenschaft zu- 
kommt, nur dann ein stiirkeumbildendes Ferment zu erzeugen, 
wenn ihnen aufer der Stiirke keine andere benutzbare Kohlen- 
stoffquelle zu Gebote steht“. In Verfolgung dieser Entdeckung 
hat dann Wortmann auch die Frage aufgeworfen, ob die Ab- 
scheidung von Saccharase aus Hefe in ihnlicher Weise von 
der Gegenwart von Rohrzucker abhingig ist. ,Wir wiirden 
also*, schreibt er, ,wenn wir Hefe in Traubenzucker- 
lésung kultivierten, kein invertierendes Ferment auffinden 
kénnen, sondern nur dann, wenn wir statt des Traubenzuckers 
Rohrzucker anwenden wiirden. “ 

Die Priifung nahm Wort mann in folgender Weise vor: ,Es wurden 
50 ccm einer 15°/oigen Rohrzuckerlésung einerseits und einer ebenso 
konzentrierten Lisung chemisch reinen 'Traubenzuckers andererseits in je 
ein Glaskélbchen gebracht; jeder Lisung so viel Aschenbestandteile zu- 
gefiigt, daf die Konzentration 5°/o betrug und hierauf einer jeden so 
priparierten Fliissigkeit zwei Tropfen einer vorher in Traubenzuckerliésung 


rein kultivierten Hefe zugesetzt. Die Kélbchen wurden dann gut verkorkt 
und in den Warmekasten gebracht. Nach einigen Tagen, wenn in beiden 





) Beziiglich der Literatur der hier in Betracht kommenden Grenz- 
gebiete verweisen wir auf die ausgezeichnete Monographie von H. Prings- 
heim, Die Variabilitéit niederer Organismen. Berlin 1910. 

*) Diese Zeitschr. Bd. 6, S. 287 (1882). 
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Gefaifen die Girung in vollstem Gang befindlich war, wurde der Inhalt 
beider GefiBe filtriert und jedes Filtrat mit grofBen Mengen absoluten 
Alkohols versetzt. Die hierdurch entstandenen Niederschlige wurden 
(jeder fiir sich natiirlich) auf einem Filter gesammelt, mit Wasser auf- 
genommen und zu jeder Lisung gleiche Mengen einer verdiinnten Rohr- 
zuckerlésung gefiigt. Diese beiden Rohrzuckerlésungen wurden ein bis 
zwei Tage konstant auf 40° erwirmt. Bei einer darauf vorgenommenen 
Priifung mit Barfoedschem Reagens konnte immer in beiden Rohr- 
zuckerlésungen das Vorhandensein von Traubenzucker nach- 
gewiesen werden.“ 


Dieser Versuch sagt ja in quantitativer Hinsicht nichts, und 
hinsichtlich des qualitativen Schlusses kann der Einwand ge- 
macht werden, daf} nur ein sehr geringer Bruchteil der Hefen- 
saccharase aus der frischen Hefe in Lésung geht, und dab 
dieser Bruchteil vermutlich gerade von den alten eingeimpften 
Zellen herriihrt, somit iiber die Enzymbildung keine bindende 
Auskunft gibt. Immerhin hat Wortmann trotz seines un- 
zureichenden Versuchsmaterials das richtige Ergebnis getroffen, 
, da die in Traubenzuckerlésung kultivierte Hefe ebensogut (wenn 
nicht sogar noch etwas mehr) Invertin abscheidet als die in 
tohrzuckerlésung befindliche*. Anreicherung wird nicht erwihnt. 

Wortmanns Ergebnis ist in den folgenden Jahren nicht 
weiter aufgenommen worden, und so verdankt man die erste 
cingehende Untersuchung auf diesem Gebiet A. Fernbach®), 
welcher speziell der Saccharase der Hefe viele Versuche ge- 
widmet hat. Seine nahezu 30 Jahre alte Untersuchung gehért 
zweifellos sowohl der Anlage als der Durchfiihrung nach zu 
den besten dieser ilteren Forschungsperiode, und es erscheint 
uns angezeigt, zu untersuchen, welche Tatsachen und Schliisse 
aus der Fernbachschen Arbeit in den gegenwirtigen Bestand 
der Forschung iibernommen werden kénnen. 

Als Thema der Untersuchung nennt Fernbach ,la for- 
mation de la sucrase‘. 

Was zunichst die Versuchsmethodik Fernbachs betrifft, 
so definiert dieser Autor die von ihm vorgeschlagene Wirkungs- 
einheit folgendermaBen: ,Einheit der Saccharase ist eine 
solche Menge Saccharase, welche 0,02 g Zucker in 1 Stunde 





1) Fernbach, Ann. Inst. Pasteur Bd. 4, 8. 641 (1890). 
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invertiert, und zwar bei einer Temperatur von 54—56° in 
Gegenwart eines Zusatzes von Essigsiiure, welche die Inversion 
am meisten begiinstigt.“ Hiernach geschah die quantitative 
Bestimmung der Saccharase in der Weise, dafi dasjenige Yo- 
lumen der enzymhaltigen Fliissigkeit aufgesucht wurde, welches 
die Kinheit der Saccharase enthielt, also imstande war, unter 
den erwihnten Umstiinden 0,02 g Rohrzucker in 1 Stunde zu 
invertieren. 

Wesentlich fiir die Beurteilung der Fernbachschen Re- 
sultate ist sein Verfahren, die in den Zellen enthaltene bzw. 
gebildete Saccharase zu bestimmen. Er hat dazu nicht die 
einfachste und zugleich genaueste Methode gewihlt, niimlich 
die Inversion durch die Hefezellen direkt, sondern er hat das 
Enzym in folgender Weise quantitativ aus den Zellen heraus- 
zuschaffen versucht. 

Von .der Wiirze, in welcher die Hefe gewachsen ist, wird der grifite 
Teil, welcher sich ohne Verlust von Hefezellen entfernen lat, abdekantiert. 
Man mifit das so entfernte Volumen und kann daraus auch das kleine Vo- 
lumen der zuriickbleibenden Wiirze berechnen. Zu dieser Hefe wird nun 
steril eine abgemessene Menge destillierten Wassers zugesetzt, mit wel- 
chem die Hefe bei 30—35° einige Tage stehen bleibt. Nach dieser Zeit 
wird wiederum die iiber der Hefe stehende klare Fliissigkeit, soweit dies 
ohne Hefenverlust méglich ist, dekantiert, abgemessen, auf ihren Enzym- 
gehalt gepriift und mit einer ebenso grofen Menge sterilen Wassers 
ersetzt. Diese Operation wiederholt man in geeigneten Zeitabstiinden so 
lange, bis sich in der abdekantierten Fliissigkeit keine Saccharase mehr 
nachweisen lit, Die Summe der in allen Dekantaten gefundenen Saccharase 
ergibt nach Fernbach den Saccharasegehalt der Zellen. 


Dieses Verfahren ist, wie ersichtlich, sehr umstiindlich: 
prinzipiell wire gegen dasselbe nichts einzuwenden, wenn 
durch die Autolyse keine Saccharase zerstért wird, und wenn 
tatsichlich die gesamte Enzymmenge aus dem Hefenriickstand 
in die Fliissigkeit tiberginge. 

Uber den Vorgang bei diesem als Extraktion bezeichneten 
Verfahren spricht sich Fernbach nicht klar aus. Er besteht 
zweifellos in einer fortschreitenden Autolyse. 

Auch in der Wiirze, in welcher sich die Hefe entwickelt 
hat, fand Fernbach stets Saccharase, und zwar bei allen 
von ihm untersuchten Hefen, niimlich einer Brauereihefe aus 
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Tantonville, einer pale-ale-Hefe, emer Champagnerhefe und 
bei Sacch. Pastorianus. Eine solche Ausscheidung von Saccharase 
aus lebenden Zellen in einigermafien nennenswertem Grad ent- 
spricht nicht den Erfahrungen, welche wir mit den von uns 
untersuchten Hefen gemacht haben, vielmehr tritt bei den uns 
-bekannten Hefen die Saccharase in erheblichem Grade nur aus 
den Zellen aus, welche in irgend einer Weise abgetétet sind. 
Um eine Vorstellung iiber die Resultate Fernbachs zu 
gewinnen, fiihren wir folgenden Versuch an, welcher sich auf 
srauercihefe von Tantonville bezieht. 
Volumen der Lésung: 50 ccm, Temperatur: 20° Gewicht der Hefe nach 
Trocknung bei 100° bestimmt, Saccharase in der oben definierten Einheit 
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Nach unseren Erfahrungen ist bei einer solchen Versuchis- 
methodik die vollstiindige Extraktion der Saccharase nicht 
gewilirleistet. Jedenfalls hat Fernbach unterlassen zu zeigen, 
da der schlieBliche feste Riickstand nach Extraktion VI frei 


von Saccharase war. Selbst haben wir auch bei 14 tagiger 


Autolyse nie einen annihernd saccharasefreien Riickstand er- 


halten. 

Bei einem zwecks Darstellung von Saccharase ausgefiihrten Versuch 
wurden 7 kg 30°%oige Hefe unter Toluolzusatz 4 Tage autolysiert und 
ehne Zusatz von Wasser filtriert, wobei 1200 cem Saft gewonnen wurden. 

1 g der urspriinglichen Hefe gab die Inversionskonstante 

k-10* = 235; 
lcem Saft gab 
b+ 1¢ = 37: 

1 g breiiger Riickstand gab 

k - 10° = 265}. 
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Berechnet man hieraus fiir 7 g Hefe den Wert 1645 
fir 6 g Riickstand 1506) _ 543 
und fiir 1 ccm Saft lacey 


so sieht man, dal bei der Autolyse nur ein geringer Verlust (6,6 °/)) an 
wirksamer Saccharase (durch Inaktivierung) entstanden ist. 

Kine Priifung genau nach der Fernbachschen Arbeits- 
methode ist mit einer Hefe, welche nicht die von ihm speziell 
fiir Hefe von Tantonville betonte Eigenschaft hat, sich gut 
abzusetzen, schwer ohne Verluste durchfiihrbar. Immerhin 
zeigt folgender Versuch, daf} bei Zimmertemperatur in der von 
Fernbach angewandten Versuchszeit durch Autolyse eine Ver- 
teilung des Enzyms zwischen Hefe und Saft eintritt, nach 
welcher etwa 10 °/, der Saccharase aus der Hefe in die Lisung 
geht. Natiirlich wird diese Ausbeute bei héherer Temperatur 
und bei mehrfachem Wechsel von Wasser wesentlich erhdht. 
aber auch bei 30° kann Hefe bei Fernbachs Versuchen nicht 
vollstaindig autolysiert gewesen sein, um so weniger, als Fern- 
bach bemerkt, dai sich die Hefe gut abgesetzt hat. 


Saccharase-Ausscheidung bei der Autolyse der Hefe. 
1. Brauerei- Unterhefe. 
Mit 0,60 g unvorbehandelter Hefe H wurden 60 ccm 8°/,iger Rolir- 
zuckerlisung bei optimalem py und bei 17° invertiert: 











ae Drehung im ; 
Minuten mp k. 10 
0 1,53 _ 
20 0,85 71 
30 0,61 74 
40 0,40 79 
50 0,28 76 
Mittel 75 








Hieraus berechnet sich fiir 
1 g Hefe: k-104 = 125. 


Je 1g Hefe wurde in 5 Erlenmeyer-Kolben eingewogen, mit 25 ccm 
destillierten Wassers aufgeschlemmt und mit 1 ccm Toluol versetzt. 

Die Kolben wurden tiglich mehrmals geschiittelt; tiglich wurde 
ein Kolbeninhalt bis zur vollstandigen Klarheit filtriert. Mit den Fil- 
traten wurden die folgenden Inversionsversuche (60 ccm 8°/,ige Rohr- 
zuckerlisung, 0,5°/, PO,) bei Zimmertemperatur angestellt. 
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; : Drehung im i | k, 104 
Pauer der Autolyse | Minuten egies Pe k. 10 Mittel 
1 Tag (24 St.) 0 1,33 - 
30 1,33 0 
60 1,32 0,4 0,5 
2 Tage 37 1,21 8,1 
71 1,10 8,4 
139 0,93 7,9 8,1 
3 Tage 4] 1,16 10,5 
110 0,94 9,7 10,1 
4 Tage 45 1,15 10,2 
75 1,03 10,5 
100 0,92 11,2 10,7; korr. 
12.4™ egen 
5 Tage 45 1,09 13,8 a 
75 0,98 12,5 
100 0,87 12,8 13,0 

















Wir geben folgende Zusammenstellung obiger Konstanten: 














a: ‘Saccharase- 
Total ; 
in Lisung nach Tagen 
125 8,1 2 
2.0 3 
2.3 4 
0,6 5 
13,0 = 10,4°/, der Gesamtmenge 





we og aio 4 
RE SiS SNS ll 


2. Brennerei-Oberhefe S B. 


0,69 g unvorbehandelte Hefe SB invertierte 60 ccm einer 8°/,igen 
Rohrzuckerlésung mit 0,5°/, PO,-Zusatz bei Zimmertemperatur. 


BEN Mg Ea dE RAR RS Mle 
. ood 

















| Drehung im k, 10* : 
Minuten | “s-em-Rohr | *'° | Mittel : 
0 1,33 ei 
32 0,75 53 
40 0,58 59 
50 0,44 59 
0,32 
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Dies entspricht fiir 1 g Hefe: k. 10* = 84. 
Je 1g Hefe in 5 Erlenmeyer-Kolben wird wie im vorhergehenden 
Versuch behandelt. 





k.10* 





























Dauer der Autolyse | Minuten pane ey x. 50" Mittel 
— 0 1,33 — 
1 Tag 30 1,30 9.4 
180 1,16 2,4 2.4 
2 Tage 37 1,26 49 
71 1,18 5,3 
139 1,09 45 48 
3 Tage 45 1,22 6,1 
75 1,15 6,1 
100 1,08 6,5 6,2 
4 Tage 45 1,20 7,2 
75 1,14 6,5 
100 1,07 6,8 6,8 
Zusammenstellung: 
a | ~ Saecharase 
Total 3 ; 
| in Liésung nach Tagen 
84 2.4 1 
2,4 2 
1,4 4 
0,6 5 
6,8 = 8,1°o der Gesamtmenge. 





Dafi Fernbach durch seine Methodik zu kleine Werte 
fiir den Saccharasegehalt der Hefezellen gefunden hat, geht 
auch aus folgender Berechnung hervor: 

Nach Fernbach invertiert die Saccharase-Einheit in 
einer Stunde 0,2 g Rohrzucker bei 54—56° und optimaler 
Aciditat. 


Wie S. 215 dargelegt, bestimmen wir den Saccharase- 
gehalt bzw. die invertierende Fihigkeit der Hefe durch den 
Quotienten 
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Inversionskonstante k><g Zucker 


Zellenzahl 


these 


pe 

RoR oe ce 
ie a ar ag a 
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wobei die Grenzen der Zuckermengen festgelegt sind. 
Rechnen wir die Fernbachsche Einheit in Reaktions- 
konstanten um, so ergibt sich: 











ii bei 16g Zucker bei 8 g Zucker ‘bei 2¢ Zucker’) a 

Minuten a 
~ | Rohraucker | k.10*| Rohraucker | k.10‘| Rohraucker | k.10' q 
0 16 a 8 = 2 Ws 4 
60 15,8 0,91 7,8 | 1,83 1,8 7,7 











Hieraus ergibt sich fiir k.g Zucker bei 56°: 

16 >< 0,91-10-! 8 >< 1,83-10-4 2>7,7+10-4 
14,5-10-4 14,5-10-4 15,4+10-4 

Aus der Fernbachschen Versuchsserie I, Ann. Inst. Past. 4, 

8.656 entnehmen wir: | 

0,071 g Hefe (poids de levure; darunter ist nach 8. 655, Bt 
Zeile 4 v. u. das Trockengewicht verstanden), geben a 
15 Saccharase-Einheiten. a 

Somit 


k < g Zucker 13 & 15,4-10-4 . re 
: ——— ne —— == 9 his 18 - 10-12 bei 56°, 
Zellenzahl 0,71- [0,16 bis 0,30] -10" 





woraus sich fiir 16° ergibt: + 
1 bis 2-10-12, in 

¥ 

Das Gesagte mag hinreichen, um zu zeigen, dali das q 
Zahlenmaterial der Fernbachschen Arbeit unter der erheb- 4 
lichen Unsicherheit der Methodik leidet. a 
Betrachten wir dann die quantitativen Ergebnisse, so 4 


sehen wir, dafi Fernbach nach seinen eigenen Ziffern tat- 
sichlich nur recht geringe Saccharasebildungen erzielt hat. 
Aus der oben (S. 205) wiedergegebenen Tabelle, die sich auf 
die Hefe von Tantonville bezieht, entnehmen wir: 


*) Vergl. Fernbach, Ann. Inst. Pasteur Bd. 4, S. 4 (1890). 
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I. IT. i 111/11. 
Tage der Hef ick Gesamtmenge Saccharase 
Vorbehandlung ecengewsent der Saccharase | per Hefengewicht 

















Ausgangszustand nicht bestimmt 
2 0,071 13,0 iss , 10 
3 0,108 28,1 260 1,4 
4 0,142 39,3 i an ee 
5 0,135 43,6 323 (<Gssid1,8 
6 0,135 42.9 318 | 17 


Die gréfite erzielte Enzymvermehrung trat also nach 
» Tagen ein und betrug 1: 1,8. 

Die iibrigen Tabellen weisen noch weniger giinstige Resul- 
tate auf. Der Versuch, welcher sich auf pale-ale-Hefe be- 
zieht (S. 660), zeigt kaum eine Steigerung, der Versuch mit 
Saccharomyces Pastorianus (S. 662) fiihrte zu einem Abfall 
des Wertes: Saccharase per Hefengewicht. 

Wenden wir uns zur Tabelle 8. 669, welche den beson- 
ders guten Kinflufi des Hefenwassers auf die Saccharasebildung 
zeigen soll, so ergibt sich folgendes: 








Tage der Gesamt-Saccharase 
Vorbehandlung per Hefengewicht 
0 nicht bestimmt 
1 281 | 1,00 
3 243 2 8| (087 
5 267 | 0,95 
7 443 | = 1,58 





Nach dem 8. 203—210 Gesagien diirfte es nicht erfor- 
derlich sein, auf die Verwertungsméglichkeiten des Zahlen- 
materials von Fernbach weiter einzugehen. 


Trotzdem soll hervorgehoben werden, dafi Wortmann 
und Fernbach sich als die Ersten in ein Gebiet gewagt 
haben, dessen Bearbeitung bei dem damaligen Stand der 
Enzymologie und der chemischen Dynamik grofe Schwierig- 
keiten bot, und daf} es ihnen gelungen ist, mit ihren unzu- 
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reichenden Mitteln zu Schliissen zu gelangen, welche spiter 
exakt bestitigt werden konnten und die volle Aufmerksam- 
keit verdienen. 

Unter den systematischen Arbeiten iiber Enzymbildung 
ist ferner diejenige von F.A.F.C. Went’) iiber den Einflufi der 
Nahrung auf die Enzymbildung durch Monilia Sitophila zu 
erwihnen. Went hat in dieser Arbeit 11 verschiedene Enzyme 
untersucht, am genauesten die Maltase. Zur Charakterisierung 
seiner Arbeitsweise und seiner Ergebnisse fiihren wir ausfiihrlich 
die hinsichtlich eines Enzyms ausgefiihrten Versuche an, und 
wihlen hierzu die Invertase. 

,Saccharose wird‘, schreibt Went, ,von Monilia sitophila invertiert. 
Wenn man den Pilz in einer Saccharoselésung zieht, kann man bald 
in der Lisung die Anwesenheit von Invertzucker in grofen Mengen 
anzeigen mit Hilfe des Polarimeters oder der Fehlingschen Lésung. 
Solche Fliissigkeiten geben dann mit essigsaurem Phenylhydrazin grofe 
Mengen des Glukosazons. Daf hierbei die Kulturfliissigkeit ein Enzym 
enthilt, welches den Rohrzucker invertiert, also Invertase, la6t sich leicht 
zeigen.“ 

»Hine 5° ,ige Saccharoseliésung (mit 0,5°/, NH,NO,) wurde in zwei 
Teile geteilt von je 100 cem, beide sterilisiert, die eine Fliissigkeit mit 
Monilia geimpft und nach 13 Tagen die Kulturfliissigkeit abfiltriert. Dieselbe 
zeigte eine Linksdrehung von 2,50°, wihrend 1,10 ccm nétig waren zur 
Reduktion von 10 ccm Fehlingscher Liésung. Die andere Fliissigkeit 
reduzierte diese Lisung nicht und zeigte eine Rechtsrotation von 6,80°; 
es war also fast aller Zucker invertiert worden. Jetzt wurde die Kuitur- 
Hiissigkeit in zwei Hilften geteilt, die eine (a) blieb unveriindert, die andere 
(b) wurde kurz aufgekocht. Jede Halfte wurde mit der gleichen Menge 
Saccharoselésung gemischt, polarisiert und titriert, darauf mit Toluol 
versetzt und die Messungen nach 48 und 90 Stunden wiederholt. Das 
Resultat findet sich in untenstehender Tafel: 








Polarisation 10 ccm Fehl. wurden red. von 








| i | nach nach se nach nach % 
janflinglich’ 4g st. | 96 st. [mfinslich) 4g st. | 96 St. 





+198} +160] 2,30 2,10 





| | 
a (nicht gekocht) | -+-2,20 | | 1,98 
h (gekocht) + 1,98 | | 2,26 


| 
| 
| 
| +1,95 | +202] 2,25 | 2,24 
| 








1) FLA. F.C. Went, Jahrb. wiss. Bot. Bd. 56, 8.611 (1901) 
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Das heift also, daB die gekochte Flissigkeit unveriindert blieb, wihrend 
in dem anderen Fall Saccharose invertiert wurde. Es war also Invertase 
vorhanden. Es fragte sich jetzt, ob diese Invertase auch abgeschieden 
wird, wenn andere Nihrstoffe gegeben wurden, als Saccharose. Dafiir 
wurden einige Versuche angestellt, deren Resultat man in der untenstehenden 
Tabelle findet. Spalte I gibt die Zusammensetzung der Nahrlésung (iie- 
selbe enthielt auBerdem 0,5°/, NH,NO,), worin der Pilz gezogen wurde 
wihrend der Anzahl Tage, die in Spalte II angegeben. Darauf wurde 
abfiltriert, mit einer Saccharoselésung gemischt, polarisiert und nach einer 
in Spalte ILI angegebenen Anzahl Stunden wieder polarisiert; die Differenz 
der beiden Zahlen findet man in Spalte 4 angegeben. Es wurde iibrigens 
auch in jedem Falle konstatiert, daf{ das Kupferreduktionsvermégen stark 
zugenommen hatte.“ 








f IT. III. IV. 
Gehalt an C-Nahrung {Alter d.Kultur] Versuchszeit | Rotationsinder ung 
2,5°/, Raffinose 13 Tage 96 St — 0,10 
1 °/, Kaliumacetat 6 , 120 , — 0,55 
5 °/5 Natriumlactat 48 , ae — 0,34 
5. °/, Natriummalat 48 , an — 0,45 
5 ©), Pepton . 3 48 , — 0,43 
5 %o Glycerin 48, 7” % — 0,75 
5 /, Glycerin 43 , 6 . — 1,48 
5 °/, Glukose ae wy — 3,83 











,- Wie man sieht, ist also in all diesen Fallen Invertase vom Vilze 
produziert worden; wenn zwar die Zahlen uns nicht genau tiber die Enzyin- 
mengen belehren kénnen, so scheint doch wohl die gréBte Menge in der 
Glukoseniihrlésung entstanden zu sein, withrend bei Raffinose als C-(Quelle 
kaum merkliche Quantitiiten Invertase gebildet worden sind.‘ 

Auch in dieser Arbeit vermissen wir also vor allem die 
Festlegung des Enzymgehaltes bei einem definierten Norma!- 
zustand, welcher gestatten wiirde, die Enzymbildung, also ‘en 
Zuwachs der Enzymwirkung, zu bestimmen. Wir erfahren nicht, 
durch welche Zellenmengen (Zellenzahlen oder Gewichte) die 
in der Tabelle angegebenen Rotationsinderungen hervorgebracht 
worden sind, so dafi die verhaltnismifig starke Wirkung der 
Glukose nicht von einem vermehrten Enzymgehalt der Zellen 
herzuriihren braucht, sondern seinen Grund darin haben kann, 
daf} die Hefe sich in der glukosehaltigen Lésung schneller 
vermehrt hat. 
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Ferner kann die ,abgeschiedene‘, in der Kulturfliissigkeit 
vorhandene Saccharase nicht als Mafi fiir die in den Zellen 
gebildete Saccharase angenommen werden. 

Zusammenfassend muf also gesagt werden, dafi die Arbeit 
wohl Beobachtungen enthilt, welche zu weiteren Versuchen 
anregen, dagegen keine Messungen, aus welchen endgiiltige 
Schliisse gezogen werden kénnten. 

Systematische Arbeiten iiber Saccharasebildung liegen 
weiter bis zum Beginn der Untersuchungen aus unserem Labo- 
ratorium?) (1910) nicht mehr vor. In neuerer Zeit haben sich 
Meisenheimer und seine Mitarbeiter an der Bearbeitung 
dieses Gebietes mit einigen bemerkenswerten Arbeiten *) beteiligt, 
auf welche wir noch zuriickzukommen Gelegenheit haben werden. 


IJ. Methodik. 


Die in dieser Arbeit quantitativ festgestellten Saccharase- 
wirkungen wurden siimtlich in der Weise ermittelt, dafi die 
zu priifende Hefe bei Zimmertemperatur direkt mit einer 
Zuckerlésung aufgeschlemmt wurde, die durch Zusatz von 
KH,PO, auf die fiir die Tiitigkeit dieses Enzyms optimalen 
p,-Bedingungen gebracht worden war. Elektrometrische Kon- 
trollbestimmungen an den Reaktionsmischungen ergaben p,- 
Zahlen 4,2—4,4. Die Zimmertemperatur schwankte freilich 
zwischen 17° und 18°, alle vergleichenden Versuche wurden 
aber gleichzeitig ausgefiihrt. 

In trockenen, 250 ccm fassenden Erlenmeyer - Kolben 
wurden 4,8 + 0,01 g Rohrzucker eingewogen und in 10 cem 
4°/,iger KH, PO,-Lésung + 25 ccm Wasser gelést. Die Hefe 
wurde — eventuell nach méglichst vollstiindiger Dekantation 





1) Euler und B. af Ugglas, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 3, 
(1910). Euler und Johansson, Diese Zeitschr. Bd, 76, 8. 3888; Bd. 78, 
S. 246 (1912) und Bd. 84, 8. 97 (1913). Euler und Meyer, Diese Zeitschr. 
Bd. 79, S. 274 (1912). Euler und Cramér, Diese Zeitschr. Bd. 88, 8, 430 
und Bd, 89, 8. 272 (1914) sowie Biochem. Zeitschr. Bd. 58, 8. 467 und 
Bd. 67, S. 203 (1914). Euler, Biochem. Zeitschr. Bd. 85, S. 406 (1918). 

*) Meisenheimer, Gambarjan und Semper, Biochem. Zeitschr. 
Bd. 54, §. 108 und 122 (1913) und Bd, 67, S. 364 (1914). 
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der Vorbehandlungsfliissigkeit — fiir sich in Wasser auf- 
geschlemmt und von der Aufschlemmung 25 ccm mit der 
Rohrzuckerlésung vermischt. Von dem Reaktionsgemisch wurden 
von Zeit zu Zeit unter Umschiitteln 10 ccm in 10 ccm 1-n- 
Sodalésung hineinpipettiert. In dieser Sodalésung, wo die 
Sprofiverbiinde der Hefe leicht auseinanderfallen, wurden die 
Hefezellen in Thoma-Zeifischer Zihlkammer direkt unter 
dem Mikroskop gezihlt, und zwar wurden so viele Parallel- 
platten gerechnet, bis eine Genauigkeit von etwa 4°/, erreiclit 
worden war. 


Die Proben wurden sodann zur Klarheit filtriert und im 
»-cm-Rohr polarisiert. 

Kine Korrektion fiir die Girung brauchte bei den kurzen 
Inversionszeiten nicht angebracht zu werden. Zu den Enzym- 
bildungsversuchen haben wir unsere Brauereihefe H der S:t 
Erics Brauerei verwendet, da sie durch kraftige Enzymbildung 
und leichte Filtrierbarkeit wegen der GréBe der Zellen he- 
sonders geeignet ist. 


III. Definition der Inversionsfaihigkeit lebender 
Zellen. 


Ks war durch Versuche festgestellt worden, dafi der relative 
Saccharasegehalt der Hefen ermittelt werden kann, indem man 
die lebenden Zellen direkt oder — bei lingerer Versucltsdauer — 
unter Zusatz eines Protoplasmagiftes in einer Rohrzuckerlisung 
aufschlemmt und fiir die so eintretende Inversion die Konstanten 
k = 1/t log(a/a-x) bestimmt. Bei gegebener Temperatur und 
Aciditit ist derselbe konstant, und die Inversionsgeschwindig- 
keit ist, wie Euler und Kullberg’) angegeben haben, pro- 
portional der Hefenmenge’) bzw. der Zellenzahl, so dab fiir 


eine gegebene Hefenkultur unter den gleichen Bedingungen 
k 
Zellenzahl 


1) Euler und Kullberg, Diese Zeitschr, Bd. 71, 8. 25 (1911). 
*) Ebenso wie die Garungsgeschwindigkeit Aberson, Rec. Trav. 
Chim. Pays Bas. 22, 78; 1903. 
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konstant gesetzt werden kann'). Innerhalb gewisser Grenzen 
ist dieser Quotient umgekehrt proportional dem Rohrzucker- 





r ' gee Die iy? 
4 gehalt der Lésung. Es wird dann die Inversionsfihigkeit, Inv., ies 
der Hefe angegeben durch den Ausdruck: ef 
4 
Q reer g Zucker | ‘| 
» Zellenzah] if 
r Innerhalb der Grenzen: 
. - 0,4— 2 ¢ Hefe (Trock. Gew. ca. 30°/,) | per 100 ccm 
t 8 ~—I16 g Rohrzucker J Lésung 
ist diese Gréfie wenig abhaingig von den Mengen Hefe und Rohr- 
zucker und wir schlagen vor, bei ihnlichen Bestimmungen 
diese Mengen per 100 ccm als Normalbedingungen zu wiihlen’”). 
l 10 com 5°/,ige KH, PO,-Lisung 
- 45 ecm Wasser 


5 cem Hefenaufschlemmung 




















a b c 

9.6g Rohrzucker=16°/, | 7,2¢ Rohrzucker=12°/, | 4,8 g Rohrzucker = 8°/, 
Zellenzahl: 2,9 - 10° Zellenzahl: 2,8 - 10° Zellenzahl: 2,9 - 10° 
Min. Drehung k-10* Drehung k- 104 Drehung k- 10 
0 2,6 — 1,05 -- 1,50 — 
30 1,93 31 1,32 40 — — 
45) 1,59 33 1,02 42 0.37 73 
60 1,34 32 0,76 44 0,18 73 
32 42 73 

Inv. = 10,6 - 10-* Inv. = 10,8 - 10-" Inv. = 19,1 - 16-* 








Innerhalb der angegebenen Konzentrationsgrenzen gilt 
also die Beziehung: a 
k- g Zucker RSF 


a i 
1) Euler und Cramér, Diese Zeitschr. Bd. 88, S. 437 (1915). Be- i 


ziiglich der Bestimmung der Zellenzahl in dieser Arbeit s. S. 234. 

2) Wie die vorliegenden Versuche zeigen, ist k - g Zucker bei gegebener 
Zellenzahl zwischen den Konzentrationen 16°/, und 12°/, ganz konstant, 
mit abnehmender Zuckermenge nimmt das Produkt indessen etwas zu 
(Versuch c), entsprechend den friiheren Bestimmungen von Kuliberg 4 7“ 
(Diese Zeitschr. Bd, 71, S. 22 [1911)). Pid 
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mit ausreichender Genauigkeit. Sollte sich spiiter ergeben, 
da die Inversionsfihigkeit lebender Zellen noch genauer repro- 
duziert werden kann, so wiirde man noch engere Grenzen der 
Zuckerkonzentration zu wihlen haben. 


IV. Die Konstanz der Inversionsfihigkeit zweier 
Hefen wihrend 8 bzw. 2 Jahren. 


Die durch die Unterhefe H hervorgerufene Inversion 
haben wir seit 1911, diejenige der Oberhefe SB seit 1917 
wiederholt quantitativ gemessen, und die folgenden Tabellen 
geben eine Zusammenstellung simtlicher bis jetzt vorliegenden 
Bestimmungen aus unserem Laboratorium. 

Es sind in diesen Tabellen die folgenden Grifen ange- 
geben worden: 


¢° == Temperaturen bei den Inversionsversuchen in Celsius- 
graden. 
ccm = Volumina der Inversionsfliissigkeiten in ccm. 
Rohr- fg == Rohrzuckermenge in Gramm. 
zucker (°/, = Rohrzuckermenge in Gramm pro 100 cem Inversious- 
fliissigkeit. 


Hefe 8 = Hefemenge in Gramm. 
°/, Trock.—= Trockensubstanz der Hefe in Prozenten. 


Die absoluten Zellenzahlen bei den Inversionsversuchien. 


re :. Bae 
k = Reaktionskonstante : ] oa 
t = Zeit in Minuten 
¢ == polarimetrische Ablesung 


R = maximale Rechtsdrehung 
L = maximale Linksdrehung 
log = dekadischer Logarithmus 


I, wurde berechnet aus R nach der Gleichung 
L max = R max (0,44—0,005 t) [t = Temperatur bei der polarime- 
trischen Ablesung}. 


Saimtliche Messungen beziehen sich auf Optimalbedingungen 
der Aciditit. 
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1. Hefe H; untergirige Brauereihefe. 
Zellenzahl pro g Trockengewicht der Hefe: 0,16-10". 




















Tabelle 1. 
on Hefe Abs. 
Nr.} t® !ecem | Of, Zellen- k Inv. = 8 
gs 1% 8 Trock) zabl raan 
| | 
1.} 16 | 20 ]2,22) 11,1] 0,1 | 80 | 0,58-100 | 24,8.10-4 | 10,2-10-12 
2.) 17 | 60 14,8 | 8 |[0,25 30 | 0,13-1010] 21,7-10-4] 8,0-10-12  . 
iccmRoh-H. 4 3 
a.d.Brauerei Rs 
3.,17 | 60 14,8 | 8 | — | — ]0,175-1010] 36-10-4] 9,9-10-12 > % 
4 60 |96 16 | — | — | 0,29-1010] 32-10-4 | 10,6-10-12" « - 
5. — | 60 ]7,2 (12 | — | — | 0,28-1010] 42-10-4 | 10,8-10-12* § & 
6.] — | 60 [48 8 | — | — | 0,29-1010] 73-10-4 | 12,1-10-12" 5 2 
_ 
2? 
711712 14 |16 Joes) —] — — 13-19-1012 3 
8] 20 | 30 [4 =| 18,3] 0,25 | 36,4 10,145-1019}  53-10-4] 10-10-12 Se 
| Be 
| k - 108 =e 
0. § aw 40 i, = -10-12 
. | - Zellenzahl per mm * - — 
10.) 19 | 30 [4 | 13,8] 0,25 | 82,7]0,13 -1010] 39-10-4] 12-10-12 3 
11.] 19 | 80 }4 | 18,3] .0,25| 81,3 ]0,125-1010]  84.10-4] 11-10-12 3 
3 5 
12.117 | 60 14,8 8 |0,47| (30) 10,243-10:0] 62-104] 12,2102 3% 
2 
| 2 
13.1 17 | 60 14,8 8 |0,47| (30)| 0,28-1010] 54-10-4 | 9,8 -10-12}' « 
14.] 17 | 60 148 | 8 11,07! (80)] 0,64-1010] 125-10-4 | 9,35-10-12+ Se 
v 
| 
oS 
15.117 | 60 |48 | 8 }08 | (@5)]0,245-1010] 32 -10-1] 6,8-10-12 2S 
16.] — | 60 ]4,8 | 8 10,50) — {0,87 -1010] 47 -10-4] 84-10-12 S- 
17. — | 60 [4,8 | 8 |0,52) — ]0,265-1010] 46,5-10-4 | 84-10-12 35 
18.| — | 60 14,8 | 8 10,46) — [0,23 -1010] 52,5-10-4] 11 -10-12 © 














1. H. v. Euler u. 
S. 211 und 225 (1917). 








Svanberg, Zeitschr. physiol. 
2. O.S-g. 16/1 (1919). 
4. 5. 6 O.S-g. 19/1 (1919). 





3. 0.8 


Le 
4 





Chem. Bd. 98, 


-g. 18,1 (1919). 
7. H.v. Euler u. Kullberg’, Zeitschr. phy- 


siol. Chem, Bd. 71, 8. 16 (1911), 8. H. v. Euler u. Johansson, daselbst 
Bd. 84, 8. 101 (1913). 9. H. v. Euler u. Cramér, daselbst Bd. 88, 
S. 437 (1913). 10. 11. S. Kullberg, daselbst Bd. 92, S. 347 (1914). 
12, 13. 14. 15. 16. 17. 18. Vergl. unten (Ausgangshefen fiir die Enzym- 


bildungsversuche) (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVI. 


16 




































: z ee F 
ots etic Sy iin t away? ae Sede cae reat 
PE ay Sens, Cee rv Se aS EE i! ees Bee Ag: “eg es ae 
2 ba Sih, 4, ie a ee ee, ee ee reat nae “< 
1 ea oe ae 1 Se ee * es 


~ Ginn i. ogee teen 





“Aart 


. ace 


ba Bin La Net a 
PR Ie PME Bt ni 
iy tsa ere le 


218 


H. v. Euler und Olof Svanberg, 


Wie aus der abelle ersichtlich, zeigt die Hefe im Ver- 
lauf von 8 Jahren eine sehr bemerkenswerte Konstanz. Wir 
nehmen fiir die Temperatur 17° und die optimale Aciditit 
P), = 4,5 den Mittelwert an 
<-¢ seeker 
Zellenzahl 

Dabei ist noch zu bemerken, dafi die von der Brauerej 
gelieferte Hefe gewaschen und dann ohne Vorbehandlung 
untersucht wurde, so dali die gefundenen Schwankungen durch 
zufallige Ungleichheiten in der Behandlung, wie tiefe Tem- 
peratur beim Transport, ungleiche Dauer des Waschens usw. 
hervorgerufen sein kénnen. 

Keinesfalls wiirde man friiher vorausgesetzt haben, dati 
sich ein ,normaler“ Enzymgehalt eines Stammes von Mikro- 
organismen mit solcher Genauigkeit angeben lafit. 


Inv. = = 10 + 2-10-12, 


2. Hefe SB. Brennerei-Oberhefe. 
Die im hiesigen Laboratorium seit zwei Jahren untersuchte 
Oberhefe SB I bzw. SB IL stammt aus Stockholms Sédra Jist- 
fabrik. Zellenzahl pro g Trockengewicht der Hefe: 0,30 - 10°". 


Tabelle 2. 




















| 0 ir ie 7 | 
a Laem ae | raek.| Abs. a 
a t a g | lo g peg Zellenzah) k Inv. 
Pe te. | | 
1. | 27/100 10 10] 0,2—0,4 | (30) —- | — 43—5, 6-10 
2, 19/120) 9,6) 8) 1,0 | 83,8 |0,10 -10") 27-10-4 | 2,6. 10+ 
3. | 16 60, 4,8) 8| 0,28 | — /|0,264-10) 21-10-+ 3,8. 10-12 
4. | 18/180) 96; 8/ 10 ) GO) — | — | 8,0- 10-12 
| | | | | | 


1. Euler u. Moberg, Arkiv f. Kemi 7 Nr. 12 (1918). — 2. Léfgren, 
noch nicht veréffentlichte Versuche. — 3. Siehe Seite 207. — 4. Lifgren 
Mittel aus 6 noch nicht veréffentlichten Versuchen. 


Als Mittelwert fiir 17° und optimale Aciditiét geben 
wir an: 


Inv. = 3,0 + 0,5 - 10-12. 

Auch hier zeigt sich also, trotzdem die Messungen von 
verschiedenen Beobachtern und aus Versuchen mit etwas ab- 
weichender Methodik stammen, eine gute Konstanz der Inv.- 
Werte. Die Abweichungen liegen zum grofien Teil innerhalb 






d 
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der Versuchsfehlergrenzen und diirften also ohne Schwierig- 
keit auf 10°’, vermindert werden kénnen. 

Besonders mui hier hervorgehoben werden, dali von der 
Konstanz einer Enzymwirkung in lebenden Zellen von Mikro- 
organismen nur insofern gesprochen werden kann, als diese 
Yellen die gleiche oder annahernd gleiche Vorgeschichte be- 
sitzen, besonders unter vergleichbaren Kulturbedingungen, 
Zusammensetzung der Nihrlésung, Temperatur, Aciditit ge- 
wachsen sind. 

V. (Stehe Tabelle S$. 220.) 


VI. Einflufi der Temperatur auf die Saccharase- 
bildung. 

Im Jahre 1907 hat H. Lange itiber die Veranderungen 
des Enzymbestandes der Hefe unter dem Einfluf§ verschiedener 
Temperaturen systematische Versuche angestellt. Er hat 
ruhende, fertige, abgeprefite Hefe untersucht, und zwar hin- 
sichtlich Zymase, Saccharase und Peptase. 

Was speziell die Saccharase betrifft, so wurde aus der 
Hefe, welche bei verschiedenen 'Temperaturen in Blechbiichsen 
celagert worden war, von Zeit zu Zeit ein Prefisaft nach der 
Buchnerschen Methode hergestellt und die invertierende Kraft 
des Prefisaftes auf 60 °/,ige Rohrzuckerlésung untersucht. 

Zur Bestimmung der invertierenden Wirkung des Pref}- 
saftes wurde folgende Methode, welche sich in einer Reihe 
von Vorversuchen als zweckdienlich erwiesen hatte, zur An- 
wendung gebracht: 10 Reagensgliiser des Reischauerschen 
Sternapparates wurden mit je 5 ccm einer 60°/,igen, reinen 
Rohrzuckerlésung gefiillt und der Reihe nach mit 1, 2, 3—10 
Tropfen des zu untersuchenden Prefisaftes versetzt. Nach 
gutem Durchschiitteln wurden die Glischen 5 Minuten lang 
bei einer Temperatur von 40° C. gehalten und sodann durch 
Zusatz von je 10 cem Fehlingscher Lésung nach 20 Minuten 
langem Kochen dasjenige Reagensglischen ermittelt, dessen 
Prefisaftmenge ausgereicht hatte, um die der vélligen Reduk- 
tion der angewandten Fehlingschen Lésung entsprechende 
Menge Invertzucker zu bilden. 
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Die Resultate beziiglich der invertierenden Kraft des Pref- 
saftes sind folgendermafien angegeben'): 



















































bildung geliefert haben, sind in der Mitteilung von Euler 
: und Cramér?): Einflu{8 von Temperatur und Luftzufuhr auf 
die Invertasebildung, enthalten. In dieser Arbeit wurde bereits 
F einleitungsweise auf den Zusammenhang mit dem Temperatur- 
’ koeffizienten des Wachstums hingewiesen: ,Fiir den Zuwachis 
der Hefe wie fiir die Bildung des Hefeneiweifies ergibt sich 
eine Temperaturkurve mit sehr stark ausgepriigtem Maximum, 
dessen Lage von verschiedenen Versuchsbedingungen abhingt, a 
: stets aber zwischen 10 und 40 liegt. Tatsichlich wurde auch i 
: gefunden, dafi die Invertasebildung in lebender Hefe bei der 
: Temperatur von 16 rascher vor sich geht als bei 39°.“ 

; Die Lage des Maximums der Invertasebildung ist damals 
nicht untersucht worden. Im Zusammenhang mit anderen Ar- 
beiten haben wir uns jetzt veranlafit gesehen, auf die be- 


. 
) i. Lange, Wochenschr. f. Brauerei Bd. 24, S. 417 (1907). y 
*) Euler und Cramér, Diese Zeitschr, Bd. 89, S, 272 (1914). : 








Vintoenlie Voriinderung der invertierender Kraft ae Prefgaftes bei 3 
Hefen folgenden Lagerung potempersturen : : 
. Bik Ein ke IN 
= Gelagert bei 6°R. ‘Gelagert bei 15° R. Gelagert bei 22- 23°R, 
Rasse IT |JNimmt zu bis Ss Peele a, if 
34. Tage. gus vom 14. Tag zu, dann ab. is 
. ab. | : 
7 Rasse V- |Nimmt bis z. 30. Tag Nimmt ZU. Nimmt anfangs zu, " 
' : zu, dann ab; ging | dann stetig ab. . 
q aber nur wenig. | ‘ 
unter die anfiing-| i 
; liche, | | is 
Jierhefe Stark, nimmt zu. Stark, konstant. ‘Nimmt ab. a 
Der Grund, weshalb dieser Teil der Untersuchung Langes f 
‘ keine festeren Ergebnisse geliefert hat, liegt wohl zum grolien ¥ 
‘ Teil in der fiir diese Zeit naheliegenden, aber nicht zweck- i 
i mifigen Versuchsmethodik. P 
q Die ersten systematischen Versuche, welche zahlenmiafige 4 
. Ergebnisse iiber den Einflu{ der Temperatur auf die Saccharase- ‘ 


Salar ser insti 
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gonnene Untersuchung wieder zuriickzukommen und nun dure}; 
Aufstellung einer Temperaturkurve die hierhergehdrenden Ver- 
hiltnisse endgiiltig aufzukliren. 

Ktwa '/, Jahr nach unserer ersten Mitteilung iiber dey 
Kinflufi der Temperatir auf die Invertasebildung haben 
Meisenheimer und Semper’) Versuche iiber den gleichen 
Gegenstand veréffentlicht, auf welche wir bei der Diskussion 
unserer Ergebnisse noch zuriickkommen. 


1. Vorversuche iiber die Optimaltemperatur des Zellenzuwachsss. 

Da nach unserer Annahme die Enzymbildung mit der Neu- 
bildung von Protoplasma eng verkniipft ist, so war, wie schon 
erwihnt, die Beziehung zwischen der Temperaturkurve de: 
Knzymbildung und derjenigen des Wachstums zu suchen. 

Nach Henneberg liegt das Maximum des Zuwachses fiir 

Unterhefe Frohberg bei 35° 
Unterhefe Saaz bei 33°, 

Wir haben mit unserer Laboratoriums-Reinkultur , Froh- 
berg* einige Versuche zur Festlegung der Zuwachs-Temperatur- 
kurve angestellt. Die Zellen wurden direkt in der Thoma- 
Zeifischen Rechenkammer geziihlt. 

Als Nahrsubstrat diente ein Dekokt von 40 g Trocken- 
hefe in 1 Liter Leitungswasser. Nach Abkiihlung und Fil- 
tration enthielt derselbe 1,16°/, Extraktivstoffe: sie wurde 


~ 0/ 


aufierdem mit 1,5°/, Rohrzucker versetzt. 


Versuch 1. 








Relative Zellenzahl 
Stunden See ee ) 
18° 30° | 35° 

0 100 | 100 | ~~ 100 

5 oe 125 | G7 

G 136 208 &8 
22 166 | 303 | 82*) 
28 192 | 329 | 82 





*) Hefe z. T. in Autolyse; viele tote Zellen, welche 
unmittelbar von Methylenblau gefiirbt werden. 


1) Meisenheimer und Semper, Biochem. Zeitschr. Bd; 67, 5. 364 
(1914). 
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Versuch 2. 








Relative Zellenzahl 
Stunden nee es ee 
| Be)... 
9 100 100 100 
4 111 150 193 
17 223 460 237 





Es handelt sich bei diesen wenigen Versuchen nur un 
vorliufige Bestimmungen, welche bald durch eingehendere 
Zuwachsmessungen unter Variation der mafigebenden Bedin- 
gungen, Aciditiit und Zusammensetzung der Nihrlésung ergiinzt 
werden sollen. 

Wie bereits aus den beiden Tabellen hervorgeht, liegt 
bei der liingeren Versuchsdauer von 17 Stunden die Optimal- 
temperatur des Zuwachses tiefer (etwa bei 25°) als bei der 
kiirzeren Versuchsdauer von 4 Stunden, welche eine Optimal- 
temperatur von etwa 30° ergab. Dies hingt zweifellos damit 
zusammen, dal} bei héherer Temperatur die mittlere Lebens- 
dauer und die schliefliche Ernte der Zellen geringer ist als 
bei tiefer Temperatur. So wurden bei einem mit der gleichen 
Frohberg-Hefe angestellten Zuwachsversuch folgende Ausbeuten 
erhalten: 

Nihrlésung wie oben, Hefenwasser mit 1,5°/, Robrzucker, 
in zwei 100 cem-Kolben. Einimpfung mit einer Platinadse. 
Versuchszeit: 9 Tage. 


‘Temperatur Zellen per mm?® (Mitte!) 
1s 36500 
30 14500 
$2 10 000 ') 
35 0 
) Nach 2 Uber-Impfungen: 10250 
re mf 700 
» & re 9400 


In der Versuchszeit hat sich also der Zuwachs nicht geindert, eine 
Anpassung an die Temperatur 82° hat in dieser verhaltnismaBig kurzen 
Zeit noch nicht stattgefunden. 
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2. Neue Versuche tiber den Temperatureinfiuf. 
Versuchsreihe 1. 


Unvorbehandelte Hefe: 0,47 g der gewaschenen und 
auf den Trockengehalt 30°/, abgeprefiten Unterhefe H wurden 
zur Inversion von 60 cem einer 8°/,igen Rohrzuckerlisung 
verwandt. Von Zeit zu Zeit wurden 10 ccm Lésung in 10 ccm 
5°/,ige Sodalésung einpippetiert. Es wurde gefunden (Beilage 1) 


k = 62 - 10.-4. 
Die Zellenzahl betrug: 0,243 - 10°, und daraus berechnet sich 
k-g Zucker ,. ae 
’ i coe 12,2 - 10-12, 


Vorbehandlung: Je 1g der ca. 30°/,igen Hefe wurde 
in folgender Lésung aufgeschlemmt: 


0,025 g MgSO, 
0,05 g NH,H,PO, 
0,5 g KH,PO, 
1,0 g Asparagin 
2,0 g Rohrzucker 
100.0 com Wasser. 





Nach 40stiindiger Vorbehandlung bei den Tempera- 
turen 18°, 30° und 35° wurde die obige, vergorene Lisung 
abdekantiert und die Aktivitit wurde wie bei der unvorbehan- 
delten Hefe bei Zimmertemperatur, 16-—18°, untersucht. 


a) Vorbehandlung bei 18°: Beilage 2 
k = 195 - 10-4 
Zellenzahl = 0,39 - 1010 
Inv. = 24+ 10-12 


c) Vorbehandlug bei 30°: Beilage 3 


k = 165 - 10-4 
Zellenzah] = 0,34 - 1010 
Inv. = 23 - 10-12 


d) Vorbehandlung bei 35°: Beilage 4. 


k = 62. 10-! 
Zellenzah] = 0,27 « 1019 
Inv, = 11 - 10-12 
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Diese erste Versuchsreihe zeigte also, daf} bei 35°, der 


























Maximaltemperatur des Wachstums der Frohberg- 4 
Hefe, keine Saccharasebildung mehr nachgewiesen : 
“ werden kann. Nach obigem Versuche ist das Optimum ' 
nN oy 


bei einer Versuchszeit von 40 Stunden zwischen 18 und 30 zu 
i : suchen. 

? , Nach der 40stiindigen Vorbehandlung bei 18, 24, 30 und 
35° wurde jeder Kolben aufs neue mit 2 g Rohrzucker versetzt 
und die Vorbehandlung wurde wahrend weiterer 20 Stunden 
: fortgesetzt. Hierauf wurde die Inversionsfihigkeit wie friiher 
| bestimmt. 


a2. Vorbehandlung bei 18°: Beilage 5 


| ’ k = 256 - 10-4 
Zellenzahl == 0,50 - 1010 
Inv, == 24,5 - 10-12 


b 2. Vorbehandlung bei 24°: Beilage 6 


k = 302 - 10-4 
Zellenzahl = 0,50 - 1010 
Inv. = 29 - 10-12 


Fast alle Zellen lebend und sprossend. 





¢ 2. Vorbehandlung bei 30°: Beilage 7 


k = 183 - 10-4 

9 Zellenzah] = 0,39 - 1010 ‘ 

q Inv. = 22,5 - 10-12 fl 
Kin bedeutender Teil der Zellen ist tot und direkt farbbar pol 
mit Methylenblau. 4 | 

d2. Vorbehandlung bei 35°: 4 

Die Hefe befindet sich im Auflisungszustand und lift sich a 

nicht abfiltrieren. Ein groBer Teil ist autolysiert, die meisten Zellen, a 

‘ etwa 75°/,, sind tot und lassen sich mit Methylenblau direkt fiirben. F FE 

; Immerhin konnten zwischen der Uberzahl von toten Zellen einige s t 

: junge Sprofiverbiinde beobachtet werden. o 


Wir stellen die in dieser Versuchsreihe erhaltenen Punkte 
in der Figur 1 zusammen. Man kann aus derselben ent- 
nehmen, daf das Optimum der Saccharasebildung 
unserer Hefe bei oder iiber 24° liegt. 
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Tempecatur 


Versuchsreihe 2. 


Unvorbehandelte Hefe: 0,47 g der gewaschenen und 
auf den Trockengehalt 30°/, abgepreBten Unterhefe H werden 
zur Inversion von 60 ccm einer 8°/,igen Rohrzuckerlésung ver- 
wandt. Es wurde gefunden: 


Seilage § Beilage 9 
k = 54- 10-4 k = 125 - 10-4 
Zellenzah] = 0,28 - 1010 Zellenzahl = 0,64 - 1019 
Inv. = 9,3 - 10-12 Inv. = 9,35 - 10-12 





Vorbehandlung: 1g der ca. 30°/,igen Hefe wurde in 
folgender Lésung aufgeschlemmt: 


0,025 ¢ MgSO, 

0.5 g NH,H,PO, 
0.5 ¢ KH,PO, 

2 g Rohrzucker 





100,0 ecm 


Der Asparaginstickstoff war hier durch Ammoniumstick- 
stoff ersetzt, ein Umstand, welcher indessen keinen wahrnehm- 
baren Einfluf auf die Enzymbildung ausiibte. 

Nach 24stiindiger Vorbehandlung wurde die Lésung ab- 
dekantiert und die Inversionsfihigkeit wurde wieder bei Zimmer- 
temperatur untersucht. 
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2a. Vorbehandlung bei 18°: Beilage 10 
k = 163 - 10-4 
Zellenzahl — 0,39 - 1010 
Inv, == 20- 10-12 


> - oO, 


2b. Vorbehandlung bei 23,5°: Beilage 11 
k = 244 - 10-4 
Zellenzahl = 0,44 - 1016 
Inv. == 26,5 - 16-12 
2c. Vorbehandlung bei 27,5 
k == 264 - 10-4 
Zellenzahl = 0,41 - 1019 i 
Inv. == 31-10-12 s 








0 


: Beilage 12 





2d. Vorbehandlung bei 52,5": Beilage 13 " 
k = 180+ 10-4 hal 


Zellenzahl = 0,51 - 1010 | ( 
Inv. == 28 - 10-1? 


Nach dieser 24stiindigen Vorbehandlung blieb die Hefe 








hei 18° weitere 24 Stunden mit der Lésung in Beriihrung, | 
worauf die Inversionsfihigkeit aufs neue bestimmt wurde. . 

2a 2. Vorbehandlung 24 Std. bei 18° + 24 Std. bei 18": ah 

Beilage 14 3 

k = 185 - 10-4 sf 

Zellenzahl = 0,59 - 1010 be 

i Inv. = 23 - 10-12 iP 
2b 2. Vorbehandlung 24 Std. bei 23.5° + 24 Std. hei B 
é 18": Beilage 15 a 
k = 265 - 10-4 4 

Zellenzahl = 0,44 - 161° ae 


Inv. = 29 - 10-12 A 

2c 2. Vorbehandlung 24 Std. bei 27,5° + 24 Std. bei u 
18°: Beilage 16 r 
k = 262 - 10-4 4s 

Zellenzahl = 0,41 - 10! es 

Inv. = 31 - 10-12 a 


2d 2. Vorbehandlung 24 Std. bei 32.5° + 24 Std. bei 
18°: Beilage 17 
k = 177 - 10-4 
Zellenzahl = 0,30 - 1619 
Inv. = 28,5 - 10-12 
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Die 24 Stunden bei 23,5° und bei 32,5° vorbehandelte 
Hefe wurde in der Versuchsreihe 2 (3) weitergefiihrt. 


2b 3. Vorbehandlung 72 Std. bei 23,5°: Beil. 18 


k = 278 - 10-4 
Zellenzahl = 0,44- 1010 
Inv. = 30-10-12 


2d 3. Vorbehandlung 72 Std. bei 32,5°: Beil. 19 


: k = 175-10-4 
Zellenzahl = 0,31 - 1010 
Inv. = 27-10-12 


Eine Zusammenstellung der Versuchsreihe 2 liefert nun 
das folgende Bild (Fig. 2). Aus demselben ersehen wir, dafi 
das Optimum der Saccharasebildung unserer Hefe 
nahe bei 27,5° liegt. 
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Zellenzuwachs wihrend der Vorbehandlung. 


Es wurde untersucht, ob etwa das in den Versuchsreihen 
1 und 2 gefundene Optimum der Saccharasebildung mit dem- 
jenigen des Zellenzuwachses zusammenfiillt. 
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Versuchsreihe 1. 














‘Vedidinniione bei Zellenzuwachs in o/, nach 
der Temperatur 40 Stunden | 60 Stunden 
18° 39 +2 | 7842 
24 0 50 | 78 
309 21 | 39 
35° 8 | - 





Nach der ersten Zellenzihlung nach 40 Stunden wurden 
die Nihrlésungen mit 2°/, Rohrzucker versetzt. 


Versuchsreihe 2. A 














Verkebandlang bei | tellanzuwachs in nach 
der Temperatur 4 Stunden | 72 Stunden | 
18° 89 + 2 | joe 
23.5 57 57 
27,5 = 0 46 j en 
39 5 p 0 10 10 





Zwischen den Zellenzihlungen fand bei Versuchsreihe 2 
kein Zuckerzusatz statt. 

Diesen Versuchen zufolge liegt das Optimum des 
Zellenzuwachses in der Nahe von 23,5°, wihrend 
das Optimum der Saccharasebildung niher bei 27,5° 


eefunden worden war. 


Versuchsreihe 53. 


Unvorbehandelte Hefe: 0,5 g der gewaschenen und 
auf ca. 25°/, Trockengehalt abgeprefiten Unterhefe H wurden 
zur Inversion von 60 ccm einer 8°/,igen Rohrzuckerliésung 
verwandt. Diese Lésung war 0,7 °/,ig in Bezug auf KH, PO,; 
nach elektrometrischer Messung war p, = 4,4. Methodik wie 
in Versuchsreihe 1. Beilage 20. . 

k = 32-10-4 
Zellenzahl = 0,245 - 1010 
Inv. = 6,3- 10-1 


Ein Vergleich mit den Versuchsreihen 1 und 2 und auch 
mit friiheren Bestimmungen zeigt, dafi hier ein ungewéhnlich 
niedriger Saccharasegehalt vorliegt. 
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Vorbehandlung. Je 1g frische Hefe wurde in 8 Kolben 
von 200 cem eingewogen und in 100 ccm folgender Liésung 
aufgeschlemmt: 

0,025 g¢ MgSO, 

0,5 g NH,H,PO, 

0,5 g KH,PO, 

2,0 g Rohrzucker 
100,0 ecm 

Die Aciditét der Lésung entspricht p, = 5,98. 

Nach 24stiindiger Vorbehandlung werden die Liésungen 
abdekantiert und die Hefe wird in jedem Kolben mit 50 ccm 
Wasser aufgeschlemmt. Von dieser Emulsion werden 25 ccm 
direkt zu Inversionsversuchen verwendet, die tibrigen 25 ccm 
zu Inversionsversuchen unter Zusatz von Toluol (24 Stunden 
spater). 

Serie 1. 
3a. Vorbehandlung 24 Std. bei 18°: Beil, 21 
k = 120- 10-4 
Zellenzahl = 0,31 - 1010 
Inv. = 18,5- 10-12 
Vorbehandlung 24 Std. bei 24°: Beil. 22 
k 151 - 10-4 
Zellenzahl 0,32 - 1010 
Inv. 22,5 - 10-12 
3e. Vorbehandlung 24 Std. bei 28°: Beil. 25 
k = 196 - 10-4 
Zellenzah] = 0,31 - 1010 
Inv, = 80,5- 10-12 
3d. Vorbehandlung 24 Std. bei 32°: Beil. 24 
k = 122- 10-4 
Zellenzah] = 0,20 - 1010 
Inv. = 24,5 - 10-12 


a 


N ti ll 


Serie 2. 

Nach weiteren 24 Stunden wurden entsprechende 
Inversionsversuche unter Zusatz von 0,5 ccm Toluol zu jedem 
Kolben angestellt. 

3a 2. Vorbehandlung 24 Std. bei 18°+24 Std. bei 18° 

m. Tol.: Beil. 25 
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k = 180 - 10-4 
” Zellenzah] = 0,31 - 1010 
8 Inv. = 20 - 10-12 
Sb 2. Vorbehandlung 24 Std. bei 24°-+ 24 Std. bei 18° 
m. Tol.: Beil. 26 
k = 161- 10-4 | 
Zellenzahl = 0,32 - 1010 ‘ 
Inv. = 24- 10-12 i 
3e 2. Vorbehandlung 24 Std. bei 28°+24 Std. bei 18° 4 
n m. Tol.: Beil. 27 4 
n k = 191- 10-4 a 
2 Zellenzah] = 0,31 - 1010 i 
Inv. = 30- 10-12 : 
3d 2. Vorbehandlung 24 Std. bei 32°+24 Std. bei 18° 
m. Tol.: Beil. 28 4 
k =e }}] - 19-4 


Zellenzah] = 0,24 - 1010 
Inv. = 22 - 10-12 
Serie 3. 

Aus einer Anzahl von Kolben, welche wihrend 24 Stunden 
bei den Temperaturen 18°, 24°, 28° und 32° vorbehandelt 
worden waren, wurden die Lésungen abdekantiert und die 
Hefe wurde von nevem mit je 100 ccm der oben angegebenen 
Vorbehandlungslésungen aufgeschlemmt. Hierauf fand eine, 
weitere Vorbehandlung wihrend 48 Stunden bei den 
entsprechenden Temperaturen statt. Die Inversions- 
versuche wurden hierauf, wie immer, bei Zimmertemperatur 
ausgefiihrt. 


3a 3. Vorbehandlung 24 Std. bei 18°--48 Std. bei 18°: 
Beil. 29 


k = 209 - 10-4 A 
Zelienzahl = 0,39 - 1010 “ 
Inv. = 26- 10-12 q 


3b 3. Vorbehandlung 24 Std. bei 24°+48 Std. bei 24°: a 
Beil. 30 ¥ 


k = 281 - 10-4 \ 
Zellenzahl = 0,38 - 1019 ¢ 
Inv. = 35,5 - 10-12 
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3¢ 3 


3d 


. Vorbehandlung 24 Std. bei 28°+48 Std. bei 28. 
Beil. 3 
k = 261- 10-4 
Zellenzahl = 0,35 - 1010 
Inv. = 36-10-12 


Vorbehandlung 24 Std. bei 32°+ 48 Std. bei 32°: 
Beil. 32 


oo 


k = 202 - 10-4 

In den Vorbehandlungskolben trat bei 28° und besonders 
bei 32° eine sehr kraftige Infektion durch kurze Stabbakterien 
ein, namentlich die gewdéhnlichen Begleiter der Unterhefe. 
Bacillus Lindneri (Henneberg). Bei 32° bestand vermutlich 
ein erheblicher Teil des Bodensatzes aus Bakterienzellen. 
Die Hefe war bei dieser Temperatur stark agglutiniert und 
die Zellverbiinde trennten sich auch in den mit Soda versetzten 
Kolben nicht; aus diesem Grund lief} sich die Zellenzahl nur 
schwierig bestimmen. Da indessen nach 24stiindiger Vor- 
behandlung die Zellenzahl bei 32° nicht zugenommen hatte, 
diirfte man als Maximumwert annehmen kénnen 


Zellenzahl = 0,25 - 1010 
und hieraus 
Inv. = 39 - 10-12 
ein Wert, welcher mit dem des vorigen Versuches gut iiber- 
_einstimmt. 
Serie 4, 

Zu der Vorbehandlung der Serie 3 kam nun noch eine 
weitere 24stiindige Vorbehandlung bei den entsprechen- 
den 'T'emperaturen. 


3a 4. Vorbehandlung 24 Std. + 48 Std. + 24 Std. bei 18°: 
Beil. 33 
k = 336 - 10-4 
Zellenzahl = 0,438 - 1010 
Inv. = 37,5 - 10-12 
3b 4. Vorbehandlung 24 Std. + 48 Std. + 24 Std. bei 24°: 
Beil. 34 


k = 481 - 10-4 
Zellenzahl = 0,48 - 1010 
Inv. = 48- 10-12 
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3¢ 4. Vorbehandlung 24 Std. + 48 Std. + 24 Std. bei 28°: 
Beil. 3 
k = 379 - 10-4 
Zellenzahl = 0,38 - 101° 
Inv = 49. 10-12 
3d 4. Vorbehandlung 24 Std. + 48 Std. + 24 Std. bei 32°: 
Beil. 36 
k = 2538 - 10-4 
Zellenzahl = 0,25 - 101° (?) 
Inv. = 49,5 - 10-12 

Auch hier gilt beziiglich des Zustandes der bei 32° vor- 
behandelten Hefe natiirlich das gleiche, wie bereits zum Ver- 
such 3d 5 gesagt wurde: durch Infektion und Autolyse ist die 
Zellenzihlung sehr unsicher. Wir beriicksichtigen daher diese 
beiden Punkte in der graphischen Zusammenstellung der Ver- 
suchsreihe 3, Fig. 3 nicht. 

Als Ergebnis unserer Untersuchung kénnen wir der Figur ;}, 
S. 234, entnehmen, daf} unsere Unterhefe H ein ausgesprochenes 
Maximum der Saccharasebildung zwischen 26° und 30°, bei 
etwa 28°, zeigt. 

Leider haben Meisenheimer und Semper’) bei ihrer, 
gleichfalls an einer Unterhefe ausgefiihrten sorgfaltigen Unter- 
suchung die Lage des Maximums der Enzymbildung zwischen 
25° und 35° nicht ermittelt. Eine deutliche Verschiedenheit 
hinsichtlich des Temperatureinflusses macht sich insofern be- 
merkbar, als Meisenheimer und Semper bei 35° noch eine 
erhebliche Enzymbildung finden, wihrend wir bei 55° keine 
Saccharasebildung mehr feststellen konnten?). Indessen fan- 
den auch die genannten Autoren die Saccharasebildung bei 
30° geringer als bei 25°, so daf} auch bei ihrer Hefe das 
Optimum sicher unter 35° lhegt. 


‘)Meisenheimer und Semper, Biochem, Zeitschr. Bd. 67, S. 364 
(1914), 

2) Wie es kommt, daf Cramér (Diese Zeitschr. Bd. 89, S. 272 [1918}) 
bei 39° noch eine Enzymbildung fand, kénnen wir nicht mehr ermitteln. 
Jedenfalls kann diese Angabe, welche sich nur auf einen einzigen Ver- 
such stiitzt, nicht mehr aufrecht erhalten werden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CYI. 17 
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Wie 8S. 229 betont, fallt das Optimum der Saccharase- 
bildung zwar nicht ganz mit dem Optimum des Zellenzuwachses 
zusammen, liegt aber doch nur 3 Grade von ihm entfernt, s0 
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dafi die von Euler und Cramér vermutete Beziehung zwi- 
schen Zellenzuwachs und Enzymbildung (1. c. S. 272) durch 
unsere Versuche bestitigt wird’). 


') Vergl. hierzu auch A. Kanitz, Zeitschr. fiir Elektrochem. 13, 
707 (1907). 
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VIL. Die Abhingigkeit der Saccharasebildung 
von der Aciditit. 
) Bei den im vorhergehenden Kapitel mitgeteilten Vor- 
behandlungen bei verschiedenen Temperaturen befand sich die 
Hefe in Lésungen, deren Aciditét p, = 5,9 — 6,0 betrug. 
Bei der starken Abhangigkeit sowohl der Hefegirung und 
Inversion als auch des Zuwachses von der Aciditit war zu 
erwarten, daf} auch die Saccharasebildung durch die Konzen- 
tration der freien H’- und OH’-Ionen nicht unwesentlich be- 
einfluft wird. Auf diesen Umstand hat auch bereits Fern- 
bach’) auf Grund eigener Versuche aufmerksam gemacht. Die 
Methodik, welche damals zur Verfiigung stand, hat allerdings 
eine genauere Feststellung der geltenden Beziehung nicht ge- fa 
stattet. Fiir uns war die Kenntnis dieser Beziehung von " 
Interesse auch in Riicksicht auf unsere in gréferem Mafistab 4 
durchgefiihrten Anreicherungen des Saccharasegehalts der Hefe H 
zum Zweck der Reindarstellung dieses Enzyms. b 
Die Versuchsmethodik war genau dieselbe wie bei den im F 
vorigen Kapitel beschriebenen Versuchen. Die p,,-Bestimmungen 
geschahen im wesentlichen elektrometrisch nach Siérensen- 
Michaelis. 


So a 


aes 1 aahine 
REA 


tb Souris 
ha lllageopaiecemit 
sped. pS, mgs 


Caw oe Wea 


ra 
die 


Versuchsreihe 1. 





Unvorbehandelte Hefe: 0,52 g frische Hefe H in 60cem 4 

7 . at 
8°/,iger Rohrzuckerlésung: Beil. 37 } 
k = 46,5 - 10-4 Ee 

Zellenzahl = 0,265 - 101° ue 

k - g Zucker Ra 

— Oooo ee . at 2 ce! 
ee 4 





Die Vorbehandlung geschah in folgender Lésung: 
5 g NH,H, PO, 
4 ¢ KH,PO, 
20 g Rohrzucker 
100 ccm Lésung. 








Je 1 g Hefe wurde in 100 ccm dieser Lisung wiahrend 
24 Stunden vorbehandelt, und zwar bei verschiedener Aciditit, 
welche durch Zusatz von 4-n. H,SO, hergestellt wurde. 


1) Fernbach, Ann, Inst. Pasteur Bd. 4 (1890). 
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PH 





Liésung | vor der | nach 24 stiindige: 
| Vorbehandlung | Vorbehandlung 
100 com Lisung ohne H, SO, . | 6,0 | 5,7 
100 com Lisung + 0,67 ccm H,S0, | 2,7 2.6 
100 com Lisung + 2,0 cem H,SO, | 1,7 1,65 


Die Ergebnisse sind aus folgender Tabelle ersichtlich. Es 
soll noch besonders betont werden, dafi die Inversionskonstanten 
immer bei optimalem py, gemessen worden sind, unabhiingig 
davon, bei welcher Aciditit die Vorbehandlung erfolgt ist. 





Inv.-Anderung 





| | | 
PH | k-10! | Zellenzahl | Beil. | Iny. |in °/o des urspr. 
| | | | Wertes 
6,0—5,7) 120 | 082-100 | 38 18 -1042] + 110% : 
2.7 — 2,6 69 | 0,26. 1010 | 39 | -12,5- 10-12 | + 90 %o ’ 
1,7 - 3h 6.1 | 0,21-10 | 40 | 14-10-12 oe 4 


Bei starker Aciditat, besonders bei p,, = 1,7 —1,65, super- 
poniert sich tiber die Saccharasebildung die Zerstérung des 
Enzyms, welche von der freien Siure stark beschleunigt wird 
und schliefilich die Enzymbildung iiberwiegt. 


Nach diesen orientierenden Versuchen wurde die Aciditiits- 
kurve der Saccharasebildung durch folgende umfassendere Ver- 
suchsreihe festgelegt. 


Versuchsreihe 2. 


Unvorbehandelte Hefe: 0,46 g Hefe H in 60 ccm 
8 °/,iger Rohrzuckerlésung: Beil. 41 
k = 52,5- 10-4 
Zellenzahl 0,23. - 1010 
Inv. = 11. 10-12, 


Die Vorbehandlung geschah in Lisungen von der gleichen 
Zusammensetzung wie in der vorhergehenden Versuchsreihe 1. 
Die folgende Tabelle gibt die Zusiitze und die erzeugten Aci- 
ditaten an. 


Ps, 
A 
PA 
S 
ee 
Bs 
aa 
a 
Bs 
a 
B 
i 
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Zusiitze zu ee PH ee er 
32. | . 
7 ie 100 cem Liésung vor der | nach 24stiind. | . 
; ” Vorbehandlung|Vorbehandlung| Mittel 
. a | 2,4 ccm 2-n.H,SO, | 2,10 | a 2.1 
» | ow. : 3,0 | 986 | 9 
c 1 5 ; oe 3,8 
A) ee is 3 | Dd, 4,3 | 4,8 
| 0 | 6,0 | 5,6 | 5,8 
; ; f § 20cem 2-n,NaOH | = 7,3 | =: 6,8 7,0 
g 985, ; | 8p | 7,6 
‘ Liésung f wurde wiihrend der Vorbehandlung noch mit 


1.5 cem 2-n. NaOH versetzt. 

Lésung g wurde wihrend der Vorbehandlung noch mit 
1.75 com 2-n. NaOH versetzt. 

Die geringe Acidititsiinderung in Lésung e erklirt sich 
durch die starke Pufferwirkung der Phosphate in diesem Gebiet. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt; in der letzten Spalte findet man 
die fiir die gleiche Nahrlésung geltenden Resultate der Zuwachs- 
versuche angefihrt. 


US a ho ook, 9, ee a i " 
IE ROUEN Gis EET EAC Lo ee 





Zellenzahl 





: - 109-10 
Bee op ee 10# Beit.) ZeMenzabl gay gis) * 1 
| | + 1Q-10 Zugesetzt: 
0,46 - 1010 Zell. 

i 2,1 72,55 | 42 | 0,28 15 0,46 
b 2,9 139 | 48 0,24 | 28 | 0,48 
c |4385—32 170 | 44 , 0,275 | 29,5 0.55 
dq {53 —43; 209 | 45 | O8i% | 82,5 0,62 
e 160 —5,6! 196 | 461 0,99 | 32,5 v 0,58 
f 6» 7,38 —6,8) 149 | 47 | 0.25 a= 0,46 
g 85 —67| ws | 2 of 30 0,46 


Die Figuren 4 und 5 zeigen die Abhingigkeit der Saccharase- 
bildung von der Aziditiit graphisch. Besonders wollen wir die 
Aufmerksamkeit auf die Versuche a, b, f und g der obigen 
Tabelle lenken. Wiahrend namlich im allgemeinen diejenigen 
Einfliisse, unter welchen eine Neubildung des Protoplasmas 
bzw. ein Zellenzuwachs eintritt, auch die Saccharasebildung 
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bedingen, zeigt sich hier, daf} auch bei Acidititen, in welchen 
ein Zellenzuwachs nicht mehr stattfindet, die Inversions- 
geschwindigkeit der Hefe noch um etwa 100°), gesteigert 
werden kann. 


VIII, Enzymgehalt in ausgewaschener und nicht aus- 
gewaschener Hefe. 

Bei den Versuchen aus den Jahren 1911—1916 war die 
zur Enzymbildung aus der Brauerei bezogene Hefe sorgfiiltig 
ausgewaschen worden. 

Da nun die Erhéhung des Saccharasegehaltes der Hefe 
in gréBerem Mafistab ausgefiihrt werden sollte, wurde unter- 
sucht, ob und in welchem Grade das Auswaschen der frischen 
Bierhefe die Saccharasewirkung und die Saccharasebildung 
beeinflufit. 


Versuch 1. 

Normalzustand. Inversion in 60 ccm Lésung, enthaltend 
ca. 0,8°/o PO,. Zu jedem Versuch werden 4,8 + 0,03 g Rohr- 
zucker eingewogen; die Hefe wurde zugesetzt in Form von 
1 ccm ungewaschener und unvorbehandelter ,Rohhefe‘, wie 
sie aus der Brauerei kam. Die Zellenzahl wurde in der inver- 
tierenden Lésung bestimmt; sie betrug 1,30. 10° in 60 cem, 
was sehr angeniihert einer Gewichtsmenge von 0,25 g Hefe 
von 30°/, Trockengewicht entspricht. Beilage 49. 


k = 21,7 - 10-4 
Zellenzahl = 1,30 - 109 
Inv. = 8,0 - 10-12 


Versuch 2. 

600 cem der gleichen Rohhefe wurden mit dem gleichen 
Volumen Leitungswasser vermischt und mit 24 g = 2°/, Rohr- 
zucker versetzt. Die Vergiirung wurde bei 25° ausgefiilrt 
(Girungsgefi im Thermostaten). Bereits nach '/, Stunde trat 
kriftige Girung ein. Nach 18 Stunden wurde die Vorbehand- 
lung abgebrochen und der Inversionsversuch wie bei Versuch 1 


ausgefiihrt. Beilage 50. 
k- = 36,6- 10-4 
Zellenzahl = 1,76 - 10-7 
_ __ k+gdZucker _ sis 
i = 7a Oe 
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Versuch 3. 


Die im Versuch 2 angewandte Hefe wurde wiihrend 6 Stunden 
bei 9° im strémenden Wasserleitungswasser ausgewaschen. Die 
Hefe setzte sich dann iiber Nacht ab und wurde mit Leitungs- 
wasser zu einer Emulsion angeriihrt. Von dieser Emulsion 
wurden 3 ccm zu einem dem obigen analogen Inversionsversuch 





4 
i 

















240 H. v. Euler und Olof Svanberg, 


in 60 cem verwandt. Zellenzahl: 1,75 - 10° in 60 cem Inversions- 
lésung. 


Mittel der Konstanten: Beilage 51. 


k —= 36- 10-4 
Inv. == 9,9 - 10-12 


Die Inversionsfihigkeit ist also in diesem Versuch wenig 
verschieden von der im Versuch 1 gefundenen, und wird also 
durch das Auswaschen weder vermindert noch wesentlich ver- 
bessert. 


Versuch 4, 


Etwa 5 g einer 30 °/,igen, gut ausgewaschenen Hefe wurden 
in 100 cem folgender Lésung aufgeschlemmt: 


0,025 g MgSO, 100 cem 5°/,ige KH, PO,-Lisung 4 

0,05 g NH,H.PO, 2 g Rohrzucker. ; 

In dieser Lésung wurde die Hefe bei +24° wihrend 
18 Stunden vorbehandelt. 5 ccm dieser Emulsion zu einem 
Inversionsversuch mit 60 cem. Zellenzah): 1,38 - 10°. 


Mittel der Konstanten: Beilage 52. 
k = 47 - 10-4 
Inv. == 16,3 - 10-12 
Versuch 5, 


Die Hauptmenge der vorbehandelten Hefe wurde durch 
neuen Zuckerzusatz auf die Inversionsfahigkeit Inv. = 19,2 - 10-* 
gebracht. 





Die Hefe wurde nun wihrend weiterer 42 Stunden in der 
Lisung bei 24° ohne Zuckerzusatz sich selbst iiberlassen. 
Zellenzahl: 1,44 + 10°. 


Mittel der Konstanten: Beilage 53. 


k -— 56,5 - 10-4 
Inv. = 18,8 - 10-12 


a 
4 





Saccharasegehalt und Saccharasebildung in der Hefe. 941 


Zusammenfassung der vorstehenden Ergebnisse: 











Inv. £2 8 Zucker 
Nr. Versuch ‘— Zellenzahl 

abs. | rel. 

1 | Hefe 4 ohne Vorbehandlung und Waschung 8 | 100 
2 |Schnelle Aufgirung ohne vorhergehende | 

II bse: EG ae caw we 8 10.0 | 125 

3 | Auswaschung mit Leitungswasser. . . . 99 {; 124 

4 | Vorbehandlung: 18 Std, mit 2°/, Zucker . 16,3 204 








Wie erwahnt, wird also der Saccharasegehalt frischer, 
lebender Hefe durch mehrstiindiges Auswaschen mit Leitungs- 
wasser von etwa 10° nicht geindert. 

Bei der Vorbehandlung ist die Konzentration der Hefe 
(Menge per Volumen Zuckerlésung) von wesentlichem Einfiufi. 
sei grofier Hefemenge, wie im Versuch 2, wird der anwesende 
Zucker rasch vergoren, ohne daf} eine bedeutendere Saccharase- 
bildung eintritt. 


Die im Versuch 1 und 4 gefundene Verdoppelung des 
Saccharasegehaltes in 18 Stunden entspricht unter den ge- 
wihlten Versuchsbedingungen einer ziemlich normalen Enzym- 
bildung. In ungewaschener Hefe ist die Vermehrung der Inver- 
sionsfihigkeit von der gleichen Gréfie, wie zahlreiche, spater 
mitzuteilende Versuche gezeigt haben. Dies steht in Uberein- 
stimmung mit dem Befund von Meisenheimer und Semper’), 
dati gehopfte und ungehopfte Wiirze den Saccharasegehalt in 
gleicher Weise beeinflussen. 

Versuch 5 zeigt, da} vorbehandelte Hefe ihren durch die 
Vorbehandlung erworbenen Saccharasegehalt wenigstens 2 Tage 
ziemlich unverindert beibehalt. Diese Konstanz, bzw. die Riick- 
bildung der Saccharase wird im hiesigen Laboratorium naher 
studiert. 


*) Meisenheimer und Semper, Biochem. Zeitschr. Bd. 67, 8. 320 
(1914), 
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Beilagen. 
Nummer ; | Drehung in ‘ me ae 
x od Minuten | Seen tial | k-10 Bemerkung 
Abhingigkeit von der Temperatur. 
Versuchsreihe 1 
-_— | 0 | 1,30 | ~_ ar 
1 | 0 | ~ 1,06 | 64 | Ausgangshefe 
; 20 | 086 | 62 
| 2 | 2s Se 
2 | 1 | 0,68 | 189 18°, 40 Std. 
| 20 046 | 194 
/ 380 | —002 | 201 
8 | 3 | 039 | 158 30°. 40 Std. 
> ae 008 | 171 
‘|i » | <1 -< 35°. 40 Std. 
20 086 § 62 
| 380 | O68 | ~ 63 
2 a 0,79 | 258 18°. 40+ 20 Std. 
| = | 959 
18 0,19 256 | 
; | 
6 | 6 | 0,65 914 24°, 40+ 20 Std. 
; ae 4 0,32 294 
a 0,05 299 
20 oo 0,90 187 30°. 40-+-20 Std. 
| «2 | 0,61 180 
| 18 0,37 181 
Versuchsreihe 2 
mn 0 1,30 — | ‘ae 
5 | # 1,09 | 55 | Ausgangshefe 
20 091 | 540 
| 30 0,75 cy 
9 |. 1,02 125 | Ausgangshefe 
| 12 0,76 a 
18 0,65 116 
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d. Beilage | 


Nummer | ,,. 





Minuten | 


Drehung im 
5-cm-Rohr 


k-10* 





Bemerkung 





_ } 10 


I] 


14 


16 


1s 


20 


10 
20 


30 


0,81 
0,37 
0,03 


0,58 
0,13 
— 0,18 


0,52 
* 0,04 


0,71 
0,35 
0,02 


0,70 
0,28 
0,03 


0,50 
— 0,18 


0,52 
0,05 


0,34 
0,04 


0,49 
0,035 
— 0,19 


0,74 
0,06 





t 


142 
163 
185 


Versuchsruhe 3 


1,33 


1,20 
1,09 
0,97 


| 
| 
1 
| 
| 


30 
31 
32 





18°, 24 Std. 


24 Std. 


24 Std. 


24 Std. 


24Std. 18°-++ 24Std. 18° 


24 Std.23,5°-+ 24Std.18° 


24 Std.27,5°-+ 24 Std.18° 


| 24Std.32,5° + 24Std.18° 


72 Std. 23,5° 


72 Std. 


69) = 
32,5 0 


Unvorbehandelte Hefe 


Pie te 
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Nammer ce Drelving im a ec 
d. Beilage —— | 5-cm-Rohr sais | Bemerkung 
Serie 1 
21 10 0,90 119 | 24 Std. 18° 
20 057 | «i119 | 
30 0,31 121 | 
22 10 0,83 141 | 24 Std. 24° 
20 0,42 153 | 
30 0,14 157 
23 10 0,70 | 187 24 Std. 28° 
200 | 0,26 | 19% — 
30 | 0,03 | 204 
24 10 | = 89} 182k Sta, 32" 
20 | 0,56 | 121 
30 | 0,30 | 123 
Serie 2 
—_ 0 1,33 — - 
25 10 0,87 128 | 24 Std. 18+ 24 Std. ts° 
20) 0,53 128 
30 0,24 135 
26 10 0,79 155: 24 Std. 249-494 Sta, 1s” 
20 0,37 165 
30 0,11 164 
27 10 0,72 180 =|: Q4 Std. Q8°+ 94 Std. 1s? 
20 0,27 | 193 
30 — 0,02 201 
28 10 0,93 109 24 Std. 52°-+-24 Std. 1s” 
20 0,62 | 109 
30 0,33 | 117 
Serie 3 
29 10 0,67 | 198 94-1-48 Std. 18° 
5 041 | 207 
20 | 018 (| 221 
30 10 048 | 278 | 244+-48Std, 24° 
15 021 | 282 
20 0,02 283 
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Nummer 


| Drehung im | 

















} 
} 
Mi - 104 
|. Beilage finuten | 5-cm-Robr | k+ 10 | Bemerkung 
| 
3] 10 | 0,52 | 260 | 244-48 Std. 28° 
| wb | 0,27 | 257 | 
| 20 | 0,06 | 2265 | 
j ' { 
2 | 10 | 065 | 206 | 24448 Std. 32° 
an 045 | 194 
20 023 | 205 | 
Serie 4 
33 10 | 039 | 321 | 24-48-++24 Std. 15° 
15 0,09 338s 
20 — 0,11 349 
} 
34 10 0,23 410 | 24448424 Std, 24° 
1 | —0,07 436 
20 | —0,24 445 
5 10 | 0,30 369 24448494 Std. 28° 
15 0,01 372 
20 ne @50 396 
36 10 0,63 914 | 244484294 Std, 32° 
15 0,25 265 | 
£0 —0,01 | 296 
Abhingigkeit von der Aciditit 
Versuchsreihe 1 
— 0 | 133 | -- — 
37 2 | 0,98 47 | Unvorbehandelte Hefe 
30. | 0,84 | 46 
40 | 0,71 46 
~~. 3 0,58 7 | 
' , — 
38 | (10 ~«| 0,90 | Ms 24 Std. bei py = 6,1 -5,7 
/ 20 0,56 121 | 
| 3 0,31 121 
| 7 a = 
39 «| ~— 20 0,85 67 24 Std. bei py = 2,7--2,60 
30 0,65 69 
| 40 0,46 72 
0 | 0 1,32 — | 24Std.bei py =1,7—1,65 
| 20 1,27 6,2 
| 380 | 1,24 66 | 
40 1,23 oe 





1,20 
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Senente : ; Drehung im 4 bari " 
a. Beilage Minuten 5 ouside k-10 | Bemerkung 
Versuchsreihe 2 
| 0 1,33 “oo - 
4] ! 20 0,94 53 | Unvorbehandelte Hefe 
| 80 0,79 a 
40 0,65 52 
| 50 0,51 BB 
2 | 20 | 088 71 | 24 Std. bei py = 2,1 
| 30 | 0,62 3 CO 
| 40 | 0,44 74 
Cn ee ry 134 |: 24 Std. bei py, = 2.9 
Ge 4 0,23 137 | 
/ 40 | 0,00 460 
44 | 20 0,39 160 | 24 Std. beipy=4,35 3,2 
30 0,10 166 
40 — 0,16 184 
| 
45 | 20 0,26 196 24 Std. bei py =5,3 —4,3 
30 — 0,05 211 
| 40 — 0,23 219 
46. 20 028 | 190 | 24Std.beipy =6,0—5,6 
| 30 — 0,01 197 
| 40 — 0,19 202 
47 |, 20 0,46 143 24 Std bei pg = 7,3 -6,8 
80 0,17 150 
/ 40 — 0,08 153 
, per 
48 | 20 CO 0,47 141 24 Std. bei py =8,5 —6,7 
, ee 0,20 143 
40 | 000 | 146 
Einflu8 des Auswaschens 
49+ 0 1,31 — | Unvorbehandelte Hefe 
| 15 1,18 222 | 
{ al 1,07 20,4 | 
| 62 0,79 2440 
50 |B 1,10 36,6 | 95° 18 Std. 
| #1 0,92 34,9 
| 45 0,78 38,4 
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Nommer eu Drehung im : . 
a Beilage| Minuten 5-em-Rohr k- 10 Bemerkung 
pl. | 0 1,30 | 
$80 0,92 35 Auswaschung 
| 45 0,72 39 | 
/ 60 0,68 35 
| 
rn 1,31 —_ | : 
30 0,85 44 | 24° 18 Std. 
| 45 0,61 49 | 
| 60 0,44 49 | 
an 181 {| — | 24% 18 -- 42 Std. 
| 0.99 | 58 | 
80 0,75 | 55 
| | 
Zusammenfassung. ‘ 
1. Die altere Literatur iiber Saccharasebildung wird be- 
sprochen und z.'T. durch Neuberechnung an die Angaben 
der neuen Literatur angeschlossen. 
2. Die Einheit der Inversionsfahigkeit, Inv., lebender Zellen 
wird festgelegt: 
Inversionskonst. k * g Rohrzucker 
Inv. == —-—-——- ears. Saka, < an ea 
Zellenzahl 
(per 100 com Liésung 8—16 g Rohrzucker, 0,4—2 g Hefe). 
5. Fiir zwei im hiesigen Laboratorium seit 1911 bzw. 1917 
bearbeiteten Hefen wurde die bemerkenswerte Konstanz 
der Saccharasewirkung bei gleicher Vorbehandlung fest- 
gestellt; es ergab sich fiir 
Unterhefe H Oberhefe S B 
Inv.== 10+2.- 10-12 3,0 = 0,5 - 10-12 
4. Es wird eine Ubersicht iiber die bis jetzt bestimmte 





Inversionsfahigkeit sieben verschiedener Hefen gegeben. 


. Durch eingehende Versuche wird fir die Hefe H ein 


ausgesprochenes Temperaturoptimum der Saccharase- 
bildung zwischen 26° und 30° festgelegt (Fig. 3 S. 234). 
Von etwa 35 Graden an zeigt unsere Hefe H keine 
Saccharasebildung mehr. 
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6. 





v. Euler u. Svanberg, Saccharasegehalt usw. in der Hefe. 


Die Saccharasebildung ist stark von der Aciditit der 
Liésung abhingig. Das Maximum der Enzymbildung fiillt 
mit dem Optimum der Wirksamkeit der Saccharase recht 
nahe zusammen. Besonders ist zu bemerken, daf einer- 
seits bei héherer Aciditit als p, = 2 eine zeitliche Zer- 
stérung der Saccharase sich geltend macht und ander- 
seits noch bei py = 6—7 eine kriftige Enzymbildung 
von etwa 90°/, der bei optimaler Aciditit beobachteten 
eintritt. 

Der Saccharasegehalt frischer, lebender Hefe wird dure} 
mehrstiindiges Auswaschen mit Leitungswasser von etwa 
10° nicht geiindert. 






























Uber die Guanylsdure, ihre Darstellung und Fallbarkeit. 


Von 


R. Feulgen. 


(Aus dein physiologischen Institut der Universitit Berlin. 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Juni 1919.) 


Die Guanylsiiure wird nach Bang dargestellt'), indem 
man das Nucleoproteid der Pankreasdriise des Rindes mit 
verdiinnter Kalilauge kocht und die alkalische Zersetzungs- 
fliissigkeit neutralisiert. Es scheidet sich dann beim Stehen die 
verlaugte Nucleinsiiure ab. Der so gewonnene Kérper wurde nun 
von Bang als ,Guanylsiiure* angesehen. Sie soll in kaltem 
Wasser und verdiinnter Essigsiure schwer, in heifiem Wasser 
und Alkalien leicht léslich und aus der alkalischen Lisung 
mit Essigsiiure fillbar sein. 

Nun hat H. Steudel’*) gezeigt, dafi die so gewonnene 
,Guanylsiure* keineswegs die freie Siiure, sondern deren 
Alkalisalz ist, und daf} man nach 6fterem Auflésen in ver- 
diinnter Kalilauge und Wiederausfallen mit Essigsiure eine 
eelatinierende Form der Guanylsiure erhalt, die nun nicht 
mehr mit Essigsiiure fillbar war. Nach H. Steudel liegt 
der gelatinierenden Form das saure Kaliumsalz zugrunde, 
eine Ansicht, zu der auch ich — auf Grund anderer Metho- 
den — gekommen bin, und ich glanbe, dab ein Zweifel nicht 
mehr bestehen kann, dafi das saure Salz der Guanylsiiure 
gelatiniert; ich betone dies, weil Levene der Ansicht ist, 
daf die Guanylsiure in reinem Zustande iiberhaupt nicht 
gelatiniert. (Die freie Siure gelatiniert allerdings nicht.) 

Als wesentliches Merkmal des Bangschen Priiparates 

1) Diese Zeitschr. Bd. 26, S. 133 (1899) und Bd. 31, 8S. 411. 


*) Diese Zeitschr. Bd. 68, 8S. 40. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CVI. 18 
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blieb aber die Faillbarkeit mit Essigsiure und die Un. 
lislichkeit in verdiinnter Essigsiéure. 

Diese angebliche Eigenschaft der Guanylsiure soll nun 
eingehend untersucht werden, ist doch eine véllige Klirung 
dieser Verhiltnisse fiir die Erkennung und Isolierung der Siure 
von gréfiter Bedeutung, zumal Bang auf der Fallbarkeit mit 
Essigsiure seine Theorie von einer 2-, 8- und %{-Guanylsiiure 
aufbaut. 

Zunichst sei folgende Beobachtung mitgeteilt: Kocht 
man nach Bang das Nucleoproteid mit verdiinnter Natron- 
lauge (Natriumsalze der Guanylsiiure verhalten sich ebenso 
wie die Kaliumsalze), so erhilt man nach Neutralisation jenes 
in Essigsdure unlésliche Salz der Guanylsiiure. Behandelt 
man jedoch in genau der gleichen Weise die Driisenmasse 
selbst, so bekommt man einen Kérper, der, wie die Spal- 
tung mir zeigte, auch guanylsaures Natrium war, der sich 
aber gegen Essigsiiure ganz anders verhielt. Dieser Stoff 
war — im Gegensatz zu dem Bangschen Priparate — in 
Wasser ziemlich léslich, aber mit Essigsiiure nicht fallbar, 
vielmehr entstand auf Zusatz von Kssigsiiure eine Gallerte; 
jedoch war der Kérper fallbar durch Zusatz von Salzen und 
z. B. mit Natriumacetat leicht aussalzbar (charakteristisches 
Verhalten). Durch Alkoholfillung wurde aus der essigsauren 
Lésung das Steudelsche gelatinierende saure Salz erhalten. 
Die Analyse zeigte weiter, dafi das Salz vor der Kssigsiiure- 
behandlung das neutrale guanylsaure Natrium war, welches 
mithin mit Essigsiure gar nicht fallbar ist, sondern 
damit sofort das gelatinierende saure Salz bildet. 

Was ist nun aber die Bangsche in Kssigsaéure unldsliche 
Form? Die Unterschiede in den Priiparaten, die das eine 
Mal nach Bang aus dem Nucleoproteid, das andere Mal direkt 
aus der Driisenmasse hergestellt wurden, sind doch sehr eigen- 
artig. Warum ist das durch alkalische Hydrolyse des Pro- 
teids gewonnene Produkt fallbar mit Essigsiiure und in dieser 
unléslich, wiahrend der in genau derselben Weise aus der 
Driisenmasse selbst dargestellte Kérper leicht léslich in 
Essigsaure ist? 
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Ich versuchte nun, ob es gelingen kénnte, die eine Form 

in die andere, oder umgekehrt, iiberzufiihren. Bang ist z. B. 
; der Ansicht, da thnlich wie eine a- und b-Nucleinsiure, so 
auch eine a- und b-Guanylsiure existiere'), und dafi letztere 


5 

durch alkalische Hydrolyse aus der ersteren gewonnen wer- 
den kénne. Die a-Form soll mit Essigsiure nicht fillbar sein, 
: wohl aber die b-Form. 


Ich versuchte also durch Kochen mit Natronlauge das 
in Essigsiiure lésliche in das unlésliche Priiparat umzuwan- 
deln und umgekehrt; jedoch ohne den geringsten Erfolg. hy 
Das (nach Neutralisation des Alkalis mit Essigsiure) durch 
Alkoholfallung zuriickgewonnene Salz der Guanylsiure hatte 
sich hinsichtlich seines Verhaltens zu Essigsiure nicht ver- 
‘indert. Dagegen gelang es sofort, auch ohne Hydrolyse 
die unlésliche in die lésliche Modifikation iiberzufiihren, wenn 
die unlésliche (Bangsche) Form in sehr verdiinnter Natron- 
lauge gelést und in alkalischer Reaktion mit Alkohol 
umgefallt wurde. Der Niederschlage wurde in Wasser geldést, 
das Alkali durch Essigsiiure neutralisiert und dann mit Al- 
kohol gefallt: Das so aus der unléslichen Form gewonnene 
suanylsaure Natrium war nunmehr leicht léslich in KEssig- 
siure unter Gallertbildung und gab viel bessere Analysen- 
zahlen, wie die in Kssigsiiure unlésliche Form. 
Dieser Versuch kann nur in folgender Weise erklirt wer- 
den: Das nach der Bangschen Vorschrift gewonnene, in 
Kssigsiure unlésliche Produkt ist kein reines Alkalisalz, son- ) 
dern enthilt noch eine salzartig gebundene basische Verun- | 
reinigung. Dieses Salz ist in Essigsiure unldslich und d 
damit fillbar. Bringt man dieses Rohprodukt in Natronlauge { 
zur Liésung, so bildet sich das reine Natriumsalz und die F 
basische Verunreinigung wird durch die starke Natronlauge ; 
freigemacht. Wird die alkalische Lisung nun mit Essigsiure 
q neutralisiert, bzw. angesiuert, so bildet sich nicht etwa das 
] reine guanylsaure Natrium, auch nicht sofort das reine saure 

Salz, sondern zum Teil noch das in Essigsiiure unlésliche Salz 





~ 


'’ Hofmeister, Beitrige Bd, 4, 8. 175. 
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der basischen Verunreinigung in derselben Weise, wie z. B. 
thymonucleinsaures Natrium in reinem Zustande mit Essig- 
siure nicht faillbar ist, wohl aber in Gegenwart von manchen 
als Base wirkenden Stoffen (KiweiB, Zersetzungsprodukte des 
Eiweifes), Erst durch éfteres Auflisen in Alkalilauge und 
Wiederausfillen mit Essigsiiure geht die basische Verunrei- 
nigung verloren, und man erhilt so allméhlich das reine Salz. 
das sich iiberhaupt nicht mehr mit Essigsiiure fallen lift: 
denn es entsteht in essigsaurer Reaktion das reine gelatinie- 
rende saure guanylsaure Alkalisalz. 

Wird nun aber die alkalische Lésung des in Essigsiiure 
unléslichen Rohproduktes nicht mit Essigsiiure, sondern mit 
Alkohol gefallt, so bekommt man (nach Abstumpfen des Al- 
kalis im Niederschlage) sofort das reine neutrale guanylsavre 
Natrium, denn die basische Verunreinigung bleibt in der alko- 
holischen Mutterlauge. Dieses reine Produkt des guanylsauren 
Natriums gibt dann mit Essigsiiure sofort das nicht fallbare 
lésliche gelatinierende saure Salz. 

Aus dem Dargelegten geht hervor, dai die Methode von 
Bang zur Darstellung von reiner Guanylsiiure nicht geeignet 
ist, daf} sie vielmehr durch eine Fiallung mit Alkohol aus 
alkalischer Lésung ergiinzt werden muf. Weiter zeigte 
sich aber, dafi bei der alkalischen Hydrolyse des Proteids 
noch eine Nucleinsiiure vom Typus der echten frei wird. Von 
ihrem Natriumsalz kann man das guanylsaure Natrium vor- 
ziiglich trennen durch Ausflocken mit Natriumacetat, bzw. 
durch Umscheiden des guanylsauren Natriums aus heifjer Na- 
triumacetatlésung, in der das Natriumsalz der echten Nuclein- 
siure leicht léslich ist. Eine Verunreinigung des guanylsauren 
Natriums durch die echte Nucleinsiure erkennt man an der 
optischen Rechtsdrehung; denn Guanylsiiure dreht nach Levene 
schwach links, Nucleinséure aber stark rechts; so gibt auch 
Bang in seinen unreinen Priparaten Rechtsdrehung an. 

Beriicksichtigt man die leichte Aussalzbarkeit des guany]- 
sauren Natriums mit Salzen, so erkennt man, daf} man sehr 
leicht folgender Tiiuschung unterliegen kann: 

List man reines (also in Essigsiure unter Gelatinieren 
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; lésliches) guanylsaures Natrium in Natronlauge, und sauert 

- die alkalische Lésung mit Essigsiure an, so erhalt man unter 

| Umstiinden einen Niederschlag, und es sieht so aus, als ob 

Guanylsiure in der Tat mit Essigsiure fillbar sei. Diese 

| Fillung wird aber nicht durch die Essigséure bewirkt, son- 
dern durch das bei der Neutralisation gebildete Natriumacetat 
hervorgerufen; denn, trennt man den NiederschJag von der 
-natriumacetathaltigen Mutterlauge, so erweist er sich als 
léslich in verdiinnter Essigsiure. Die Ergiebigkeit der Fallung 
ist dabei abhingig von der Menge des gebildeten Natrium- 
acetats. Mir scheint, daB dieses Verhalten mit zu den irrigen 
Vorstellungen von dem Verhalten der Guanylsiure beigetragen 
hat. Dab die Guanylsiure, aus dem Proteid gewonnen, an- 
fiinglich mit Essigsiure fallbar ist, verdankte Bang mithin 
lediglich einem Zufall, und schon geringe Abweichungen von 
seiner Darstellungsmethode ergaben uniibersichtliche Schwierig- 
keiten. 

| Im folgenden sollen die Eigenschaften der Guanylsiiure 
bzw. ihrer Alkalisalze noch einmal zusammengestellt werden. 

Das neutrale guanylsaure Natrium ist in kaltem Wasser 
ziemlich, in heifiem sehr leicht léslich. Durch Salze (Natrium- 
acetat) wird es in der Kalte fast vollstindig wieder abge- 
schieden, in heifier 20°/,iger Natriumacetatlésung ist das 
guanylsaure Natrium in Siedehitze leicht léslich, beim Erkalten 
scheidet es sich in guter Ausbeute flockig aus. (Als Reinigungs- 
methode zu empfehlen.) 

Auf Zusatz von Natronlauge list sich in Wasser suspen- 
diertes guanylsaures Natrium sehr leicht auf. Aus der alka- 
lischen Lésung ist es durch Salze nicht mehr abzuscheiden. 
Ks scheint, dafi ein Molekiil NaOH mit dem Guaninkomplexe 
eine Salzbindung eingeht; Alkohol fallt aus alkalischer Lésung 
sirupés, aus neutraler Reaktion jedoch flockig aus. ; 
Auf Zusatz von Mineralsiuren lést sich in Wasser suspen- 


diertes guanylsaures Natrium leicht auf unter Bildung der H 
freien Guanylsiure, die nicht gelatiniert. i 


Gibt man zu in Wasser suspendiertem guanylsauren 
Natrium Essigsiiure, so lést es sich ebenfalls leicht auf, je- 
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doch unter Gelatinieren der gesamten Fliissigkeit infolge 
Bildung des sauren Salzes. Alkohol fallt die Gallerte als 
saures Salz in langen fibrinartigen fadenihnlichen Flocken, 
die sich in Wasser wieder zu einer Gallerte lisen. 


Die freie Siure dreht nach Levene schwach links. Die 
Alkalisalze ebenfalls. Durch freies Alkali wird die Drehung 
nicht verindert, im Gegensatze zu den Nucleinsiuren vom 
Typus der echten, deren Na-Salz in Gegenwart von NaOH 
optisch inaktiv wird’). 


Das weitere Studium der Verhiltnisse im Pankreasproteid 
lief} erkennen, daf} bei der alkalischen Hydrolyse neben Guany!- 
sdure auch eine Nucleinsiure vom Typus der echten frei wird. 
Ks ergab sich die wichtige Tatsache, daf} diese beiden Nuclein- 
siuren in molekularen Gewichtsverhiltnissen im Proteid vor- 
kommen. Uber den Schlu®, den man daraus ziehen kann, 
und seine priiparative Verwirklichung werde ich in der niichsten 
Arbeit berichten. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der Guanylsiiure. 
a) Darstellung des Rohproduktes der gemischten 
Nucleinsiiuren., 

100 g Nucleoproteid aus der Pankreasdriise des Rindes 
{gewonnen durch Auskochen der zerkleinerten Driisenmasse 
und Fiillen des Filirates mit dem doppelten Volumen Alkohol) 
werden in 2 Litern Wasser suspendiert, im siedenden Wasser- 
bade gelést, die Lisung auf iiber 90° erhitzt und 100 ccm 
33°/,ige Natronlauge zugesetzt. Man versenkt den Kolben 
sofort wieder in das lebhaft siedende Wasserbad. Nach 


1/, Stunde kihlt man unter der Wasserleitung schnell auf 


etwa 50° ab, filtriert vom flockigen Niederschlage ab, lést im 
Filtrate 100 g Ammoniumchlorid auf und fallt mit 5 Litern 
90°/,igem Alkohol. Unter heftigem Peitschen mit dem Riihr- 
stabe entsteht ein flockiger Niederschlag der Natriumsalze 


+) R. Feulgen, Diese Zeitschr. Bd. 104, 5. 189. 
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der beiden Nucleinsiiuren. Man 1a6t vollstiindig absitzen, 
trennt die Mutterlauge vom Niederschlage durch Dekantieren, 
entwassert letzteren durch Dekantieren mit starkem Alkohol, 
saugt ab und trocknet. Ausbeute an gemischten Nuclein- 
siuren etwa 30 g. 


b) Reinigen durch Fallung aus alkalischer Lisung. 


Das Rohprodukt (30 g) wird in 300 ccm heifiem Wasser 
gelést, zur heiben Lésung 15 cem 33°/,ige Natronlauge zu- 
gesetzt, vom geringen flockigen Niederschlage abfiltriert, im 
Filtrate (zur besseren Ausfillung mit Alkohol) 30 g kristalli- 
siertes Natriumacetat aufgelést und die Na-Salze der gemischten 
Nucleinsiiuren mit 1200 cem 90°/,igem Alkohol gefallt. Das 
Natriumsalz der Pankreasnucleinsiiure befindet sich dabei in 
inaktivem Zustande’). Die weiche Fillung, die man in einem 
geriumigen Kolben vornimmt, bleibt im schriig gestellten 
Kolben iiber Nacht stehen. Ks kristallisiert ein Teil des 
Natriumacetats in dem sirupésen Niederschlage aus, wodurch 
die weiche Masse zusammengehalten wird, so dafi man nun- 
mehr die Mutterlauge leicht abgiefien kann. 

c) Trennung der beiden Nucleinsiuren. 

Den im Kolben festsitzenden Niederschlag lést| man in 
150 ecm Wasser, neutralisiert gegen Lackmus genau mit His- 
essig, setzt 15 g kristallisiertes Natriumacetat hinzu, bringt 
das inzwischen schon abgeschiedene guanylsaure Natrium 
durch Erwiirmen wieder in Lésung und fiillt die Lésung 
hei in Zentrifugengliiser, die iiber Nacht im LHisschrank 
stehen bleiben. Es hat sich dann das guanylsaure Natrium 
abgeschieden, wihrend das pankreasnucleinsaure Natrium in 
Liésung geblieben ist. Nach dem Zentrifugieren gieiit man 
die Fliissigkeit ab, riihrt den Niederschlag mit 100 ccm 
20°/,iger Natriumacetatlisung auf und lést ihn durch Einstellen 
des Zentrifugenglases in ein allmiihlich anzuheizendes Wasser- 
bad. Nach mehrstiindigem Stehen in Eis und Zentrifugieren 
wird die Operation des Umscheidens noch zweimal mit je 
100 cem 20°/,iger Natriumacetatlisung wiederholt. 


*) Siehe voriges Zitat. 
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Aus den abzentrifugierten klaren Fliissigkeiten kann 
man durch Alkoholfallung das Natriumsalz der anderen Nuc- 
leinsiure gewinnen; jedoch werde ich in der folgenden Arhcit 
eine mildere Darstellungsmethode angeben. 


Zum Entfernen des dem Niederschlage von guanylsaurem 
Natrium noch anhaftenden Natriumacetats lést man ihn, noch 
feucht in 150 ccm siedendem Wasser, kocht einmal auf, 
filtriert vom geringen Niederschlag ab und fallt das wasser- 
helle Filtrat in einem Kolben mit 450 ccm siedendem Alko- 
hol. Man Jaft in schrager Stellung des Kolbens absitzen, 
dekantiert, entwissert mit starkem Alkohol durch Dekantieren, 
saugt ab und trocknet. Ausbeute 8,7 g. 

Zur volligen Reinigung wird das Priiparat in der zelin- 
fachen Menge heifien Wassers gelést und wie vorhin behandelt. 
Ausbeute an analysenreinem guanylsauren Natrium: 8,0 g 
= 8°/, des rohen Proteids. 


Darstellung des sauren Salzes. 


Kin Teil guanylsaures Natrium wird in zehn Teilen 
heifien Wassers gelést, ein Teil Hisessig zugesetzt, schnell ab- 
gekiihlt, und die Gallerte mit dem dreifachen Volumen Alko- 
hol gefallt, durch Dekantieren mit starkem Alkohol entwiissert 
und getrocknet. Zur Analyse wird das Praparat noch einmal 
in Wasser gelést und mit Alkohol ausgefallt. 

Die Frage, ob ein neutrales oder saures Salz vorliegt, 
wurde aus dem Verhalten der Asche der Priiparate entschieden. 
Beim neutralen Salz kommen auf ein Molekiil Phosphorsiiure 
zwei Atome Natrium; als Asche erhalt man also Natriumpyro- 
phosphat. Im sauren Salze jedoch sind auf ein Molekiil 
Phosphorsiiure nur ein Atom Natrium vorhanden, die Asche 
besteht also hier aus leicht schmelzbarem Natriummetaphos- 
phat. In der Tat wurden in den beiden Kérpern die berech- 
neten Mengen Pyrophosphat bzw. Metaphosphat gefunden. 


Die Analysen wurden in lufttrocknen Priparaten aus- 
gefiihrt und der Wassergehalt bei 100° iiber Phosphorpent- 
oxyd bestimmt. 
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A. Neutrales Salz. 


0.2470 g verloren beim Trocknen 0,0522 ¢ Wasser 
0,2620 g entsprachen 25,3 com 0/,,-Séiure (Kjeldahl) 
0,2610 g entsprachen 25,1 ccm n/,,-Séiure (Kjeldahl) 
0,1260 g entsprachen 13,7 ccm »/,-Lauge (Neumann) 
),3068 g lieferten 0,2606 g CO, und 0,1366 g H,O 
0,5072 ¢ lieferten durch Veraschen 0,1294 g Na,P,O, 





berechnet fiir 





C, ,H,.0,N,PNa, | gefunden: 
U 29,46 °/, | 99,37 %, me 
H - 3,00 | 3,32 
N 17,20 17,15; 17,08 
P 7,62 7,64 
Na, P, 0. 31,43 32,84 


B. Saures Salz. 
0.1774 g verloren beim Trocknen 0,0256 g Wasser 
0,2424 g entsprachen 27,0 ccm 0/,,-Siure (Kjeldahl) 
0,1326 g entsprachen 16,9 ccm »/,-Lauge (Neumann) 
0,1224 g entsprachen 15,6 ccm /,-Lauge (Neumann) . 
0,3732 g lieferten durch Veraschen 0,0878 g NaPO, | 





berechnet fiir 





(,,H,,0,N,PNa gefunden: 
N 18,18 °/, 18,23 °/, 
P 8,06 | 8,25; 825 
NaPO, 26,48 | 27,49 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln aus der ,Grafin 
Bose-Stiftung* ausgefiihrt. 
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Zur Frage des Entstehungsortes und der Entstehungsart 
der Acetonkorper. 


Von 


Ernst Kertess 7. 
Die nachfolgende Arbeit wurde von Ernst Kertess im Winter 
1913/14 ausgefiihrt und war Juli 1914 bis auf kleine Korrekturen fertig- 
gestellt; sie sollte seine Dissertation werden. Das Schicksal bestimmte 
anders. Kertess fiel im September 1915 in treuester und begeistertster 
Pflichterfiillung als Truppenarzt in der Champagne. Die Zuriickgebliebenen 
halten es fiir eine Ehrenpflicht, seinen Absichten méglichst zu entsprechen 
und den Hoffnungen, welche die irztliche Wissenschaft auf Kertess setzen 
durfte. sowie seinem Andenken durch Veréffentlichung der Arbeit ein 

Denkmal zu setzen. 


(Aus der Medizinischen Klinik Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Mai 1919.) 


Nachdem Embden und F. Kalberlah') beim Durchbluten 
der kiinstlich iiberlebend gehaltenen Leber Aceton gefunden 
hatten, wiesen Embden, Salomon und Schmidt?) sowie 
Embden und Marx nach, dafi fiir die Acetonbildung Leucin 
am geeignetsten war. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber ketogene Wir- 
kung von Fettsiiuren fiihrten zu dem Gedanken, daf} aus den 
Aminosiuren unter Desamidierung um 1 C-Atom armere Fett- 
siuren wurden und diesen der EinfluB auf die Acetonbildung 


1) Embden und Kalberlah, Uber die Acetonbildung in der Leber J. 
Hofmeister Beitr. 8, 8. 121 (1906). 


2) Embden, Salomon und Schmidt, Uber Acetonbildung in der 
Leber. Hofmeister Beitr. 8 (1906). 
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unmittelbar zukomme, im Sinne der Knoopschen') §-Oxydation 
der Fettsiuren. 

Bei Selbstversuchen, die Borchardt?) und Lange’®) mit 
Aminosiuren vornahmen, um ihren Einflufs auf die Ausschei- 
dung der Acetonkérper zu verfolgen, ergaben sich ihnliche 
Resultate wie bei den Versuchen Embdens. Glykokoll fihrte 
nicht zur Acetonbildung. Im Durchblutungsversuche an der 
Leber fanden Embden, Salomon und Schmidt ebenfalls 
keine gesteigerten Acetonwerte. Alanin und Asparagin, bei 
der Embdenschen Anordnung keine Veriinderung der Aceton- 
werte gebend, bewirkten bei Borchardt und Lange eine 
Verminderung der Acetonausscheidung. Bei einer Versuchs- 
reihe, in der Leucin in zwei aufeinander folgenden Tagen, 28 g 
am ersten und 30 g am zweiten Tage, gegeben wurde, fanden 
auch die Letztgenannten eine erhebliche Mehrausscheidung der 
Acetonkoérper. 

Weiterhin untersuchten Baer‘) und Blum®) bei ihrer 
Arbeit iiber den Abbau von Fettsiuren beim Diabetes mellitus 
aufer den Fettsiuren auch Eiweibspaltungsprodukte. Einem 
Diabetiker gaben sie 33,7 g Leucin per os und gewahrten 
deutliche Steigerung der Oxybuttersiurebildung. 

Aus allen Versuchen, die hier nicht im einzelnen auf- 
gezihlt werden kénnen — auf die Arbeit von Magnus-Levy’), 
die alle Untersuchungen der aliphatischen Fettsiiure und der 

1) Knoop, Der Abbau aromatischer Fettsiuren im ‘Tierkérper. 
Habit.-Schr. Freiburg (1904). 

*) Borchardt, Eiweifstoffwechsel und Acetonkérperausscheidung. 
Arch, f. exp, Path. 58, 8. 388 (1905). 

®) Borchardt und Lange. Aminosiiuren und Acetonkérperausschei- 
dung. Hofm. Beitr. 9, S. 116 (1907). ' 

‘) Baer. Die Acidose beim Phlorizindiabetes des Hundes. Arch. f. 
exp. Path. 51, 8. 271 (1904). Abbau von Fettsiuren beim Diabetes mel- 
litus II. Areh. f. exp, Path. 56, 8. 92 (1907). Einwirkung chem, Substanzen 
auf Zuckerausscheidung und Acidosis I und II. Hofmeister Beitr. 10, 8. 50 
und 11, S. 101 (1907). 

5} Baer und Blum, Abbau von Fettsiiuren beim Diabetes mellitus I. 
Arch, f. exp. Path, 56, S. 89 (1907). 

°) Magnus-Levy, Die Acetonkirper. Ergebnisse der inneren Me- 
dizin I, 8, 352 (1908). 
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aliphatischen wie aromatischen Aminosiuren bis zum Jahre 
1908 enthilt, sei hingewiesen —, geht hervor, dafi ganz bestimmte 
Fettsiiuren sowie ganz bestimmte Aminosiiuren die Ausscheidung 
der Acetonkérper steigern kénnen. Auf die Theorien jener 
Umbildungsvorgiinge — so interessant sie sind — einzugehen, 
wiirde hier gleichfalls zu weit fiihren. Zu den genannten 
Autoren sei nur noch die Abhandlung F. Fittipaldis') sowie 
die Arbeit von Ringer, Frinkel und Jonas?) hinzugefiigt. 

Bei den von Embden mitgeteilten Ergebnissen interessiert 
uns besonders, dafi die Durchblutung anderer Organe. wie 
Lunge, Niere und Muskeln keine Acetessigsiure und kein 
Aceton finden liefi. Nachdem die sonstigen Versuchsresultate 
weitgehende Bestitigung auch auf anderem Wege gefunden 
hatten, lag die Annahme nahe, daf} die Leber es ist, die das 
Auftreten der Acetonkérper verursacht. 

Im Durchblutungsversuche sprach die Fahigkeit, aus be- 
stuynmten Substanzen Aceton und Acetessigsiure zu bilden, 
andere chemisch nahestehende Stoffe dazu nicht zu verwerten, 
fiir eine besondere, der Leber eigene Funktion. Der Schluf 
aber, dafi sich die Vorgainge im Kérper ebenso abspielen und 
dafi auch dabei ganz bestimmte Aminosiiuren fiir die Knt- 
stehung der Acetonkérper verantwortlich zu machen sind, 
bedarf einer Ergiinzung der Hypothese unter physiologischen 
3edingungen. Untersuchungen an Hunden, denen man die 
Ecksche Fistel und die umgekehrte Ecksche Fistel (d. h. 
das gesamte Cavablut in die Porta iibergeleitet) angelegt hat, 
schienen hierfiir besonders geeignet. 

Bei Eck-Fistel-Hunden, bei denen der Blutstrom bis auf 
den Rest dersArteria hepatica die Leber nicht mehr passiert, 
ist bei experimenteller Hervorrufung von Ketonurie dié Aus- 
scheidung von $-Oxybuttersiiure, Acetessigsiure und Aceton 
viel niedriger als bei normalen Hunden. Bei Tieren mit um- 





') Fittipaldi, Der Entstehungsmechanismus der Acetonverbindung 
aus dem Proteinmolekiil. Zentralbl. f. gesamte Physiol. u. Pathol. d. Stoff- 
wechsels 5, 8. 161 (1910). 

*) Ringer, Frankel und Jonas, Chemistry of Glykogenesis. 
ll. of Biol. Chem. 14, 8. 525 (1918). 
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gekehrter Eck-Fistel aber iibertreffen unter denselben experi- 
mentellen Bedingungen die Acetonkérperzahlen bei weitem die 
des nicht operierten Hundes. Das geht aus den Kurven der 
Untersuchungen von Fischler und Kossow’) hervor. 

Es folgen sich also mit steigenden Werten der Aceton- 
kérper: der Hund mit partiell ausgeschalteter Leber — der 
normale Hund — und der umgekehrte Eck-Fistel-Hund, bei 
dem alles Blut der Cava inferior mit durch die Leber geht. 

Es kann aus dieser Tatsache mit Sicherheit geschlossen 
werden, dafi die Ausscheidung der 3 Ketonkérper in erster 
Linie von der Funktion der Leber abhingig ist. Aber es ist 
damit noch nicht bewiesen, dafi Aminosaéuren diese Wirkung 
haben. Nur die Bildungsstitte ist festgelegt und es 
cilt jetzt, die Bedingungen, von denen wir das Auftreten der 
Acetonkérper sonst noch abhiingig machen miissen, an Hand 
dieser Versuchsanordnung zu priifen. 

Wie, auf welchem Wege und mit welchem Resultat ist 
die Acetonkérperausscheidung des Tieres mit Eck- und um- 
eckehrter Eck-Fistel nun beeinflufbar? 

Im Verfolgen der von Fischler eingeschlagenen Wege 
wurde den Hunden Butter, Speck, Fett und Leucin — letz- 
teres per os und intravenéds — gegeben. 

Die Versuche mit Butter, Fett und Speck, die an den 
iick-Fistel-Hunden sowohl, wie an Hunden mit umgekehrter 
Kck-Fistel vorgenommen wurden, fiihrten noch nicht zu 
klaren Ergebnissen. 

Unter Injektion von 1 g Phlorizin in Olivenél suspendiert, 
subkutan gegeben, gelingt es, in einer Reihe von Tagen Werte 
fiir die Ausscheidung von Acetonkérpern zu bekommen, die 
einen einigermafen regelmiifiigen Verlauf haben. Sie fangt 
mit ganz niederen Zahlen an, erreicht am 5.—4. Tag ihr 
Maximum — bei sehr groBer Urinmenge — und fiallt dann 


1) Fischler und Kossow, Vorlaufige Mitteilung iiber den Ort der 
Acetonkérperbildung. Arch. f. klin. Med, Bd. 111, S. 479 (1918). Ferner: 
Kossow, Leber und Acetonkérperbildung. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 112, 
S. 539 (1913), 
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recht verschieden schnell wieder ab; die ganze Dauer der Aus- 
scheidung betrigt gewohnlich 6—7 Tage’). 

Ich beschrinke mich im folgenden auf die Mitteilung 
derjenigen Tatsachen, die bis jetzt zu einem klaren Resultat 
gefiihrt haben, und das sind die Ausfalle der Versuche mit 
intravenéser Injektion von Leucin. Die anderen Versuche 
miissen einer spiteren Weiterpriifung vorbehalten bleiben. 

Auch per os wurde Leucin gereicht. Die Ergebnisse 
sind in Tabelle V und VI niedergelegt. Eine entscheidende 
Bedeutung kann diesen Versuchen aber wegen anderweitiger, 
stérender Einfliisse vorerst nicht beigelegt werden. 

Fischler?®) hat die prinzipielle Bedeutung der intravenisen 
Applikationsart bei Hunden mit Eck- und umgekehrter Eck- 
Fistel zuerst erkannt. Es ist klar, daf} die intraveniése In- 
jektion in die Venen des Hinterbeines bei Hunden mit um- 
gekehrter Eckscher Fistel einer Injektion in die Vena portae 
nahezu gleichkommt, also die Priifung der Hinwirkung von 
Substanzen direkt auf die Leber gestattet, und zwar unter 
physiologischen Bedingungen, die beim  iiberlebenden 
Organ nicht erreicht werden. Beim Eck-Fistel-Hund_ be- 
deutet eine Injektion in die Venen des Hinterfufies dagegen 
nalhezu eine Ausschaltung der Leber, da die so injizierte 
Substanz nur langsam, wenn iiberhaupt, und partiell in die 
Leber gelangen kann. Diese Verschiedenheit der Operations- 
folgen setzt uns also instand, auf eine sehr verschiedene Weise 
auf die Leber zu wirken und damit ihren Funktionen niiher 
zu kommen. 


Drei umgekehrten Eck-Fistel-Hunden — im Gewichte 
von 6800 und 7720 g, das Gewicht des dritten ist uns leider 
abhanden gekommen — wurden, den ersten beiden mit be- 


kanntem Gewicht 5 g Leucin und dem dritten 2'/, g Leucin 


1) Es ist noch zu bemerken, da wir bei dieser Art der Applikation 
des Phlorizin nur ganz selten Abzesse beobachteten, ein Umstand, der 
nicht bedeutungslos ist, da der EinfluB einer derartigen Stérung im Or- 
ganismus auf die Acidose a priori nicht auszuschlieBen ist. 

*) Anmerkung des Korrektors: Niheres bei Fischler, Physiologie und 
Pathologie der Leber. Springer 1916. 
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injeciert. Ein Eck-Fistel-Hund erhielt gleichfalls 21/, g. 
Die Injektion fand bei allen Tieren in eine Vene des Hinter- 
fuBes statt. 

Es ergab sich folgendes: Die umgekehrten Eck -Fistel- 
Hunde zeigten eine ganz sicher auf die Leucin-Injektion zu- 
viickzufiihrende Steigerung sowohl des Acetons und der Acet- 
essigsiiure, als auch der £-Oxybuttersiure. 

Am besten traf es sich bei dem Hunde Nr. 92 (Tab. I). 
Zufallig waren am Tage der Injektion die Werte der drei 
Kérper schon im Sinken begriffen. Aceton und Acetessig- 
siure hatten einen Gesamtwert von 54,6 mg, der der Oxy- 
buttersiure betrug 15,1 mg. Nach der Injektion (vergl. hierzu 
die Tabelle) betrug Aceton und Acetessigsiure als Tages- 
menge 142,8 mg und die Gesamtmenge der (-Oxybuitersiiure 
315,6 mg. 

Auch beim Hund Nr. 171 ist am Tage der Injektion 
eine deutliche Steigerung festgestellt worden, ebenso gingen 
beim umgekehrten Eck-Fistel-Hund ,D“ die Werte von 
209,53 auf 255 mg und von 44,2 auf 577,3 mg herauf, und 
waren von unmittelbarem Absinken gefolgt, nachdem am Tag 
vor der Injektion das Absinken schon eingesetzt hatte. In 
der Zuckerausscheidung erfolgte eine ganz parallel verlaufende 
Schwankung. 

Ganz anders aber der Eck-Fistel-Hund. Leider 
konnte bisher bei diesen nur ein Versuch ausgefiihrt werden. 
Das Resultat ist jedoch bei beibehaltener Versuchsanordnung 
der ,umgekehrten Eck-Fistel-Hunde* — also ebenfalls In- 
jektion des Leucin in die Hinterpfote — ohne Zweifel 
eindeutig. Die Werte der Acetonkérperausscheidung ver- 
hiefen so, als ob keine Beeinflussung unternommen worden 
wire. Die Leucin-Injektion blieb wirkungslos. 

Die ersten beiden umgekehrten Eck-Fistel-Hunde gingen 
am 3. Tage nach der Leucin-Injektion unter zerebralen Er- 
scheinungen ein. An einem Tier konnten wir die Erscheinung 
selbst beobachten; sie machte nach der Ansicht von Herrn 
Prof. Fischler den Eindruck, als ob das Tier sich unter 
Fleischintoxikation befinde. Die Injektion von 2'/, g hingegen 















264 


Ernst Kertess, 


vertrugen sowohl der Eck-Fistel-Hund, als auch der dritte 


umgekehrte Kcek-Fistel-Hund ohne irgendweiche Stirung. 
Es folgen die Tabellen: 


Fox Nr. 92, mit umgekelrter Eck-Fistel, 6800 ¢. 


Tabelle I. 











Gesamt- | Aceton u. Acetessig- 
anes enge des ‘ 2 S-Oxv ane 
Versuchs- | "yrs in sean 6 -Oxybuttersiiure 
tage esac Bemerkunge: 
an n , M j 
1913 |Ss'stundenp «12 | ae 
em* */o0 | ms /00 | mg 
2XILi — -- - — | = — {Begin der 
| Nahrungsert- 
ziehung 
3. XII. —— -- — — 1.0 g¢ Phlorizin 
in 10,0 Ol.oliv., 
subkutan 
4, X11. }220,0 43,9 96,6 44,3 97,5 
5. XII. 1310,0 17,6 (54,6 4,9 (15,1 10°° 5 g Leuein 
| intravenis 
6. XII. {150 49,8) 74,7 74,5) ‘ie ao fs F 
: > 704 |... 140,0L yl! ‘9 (OL9,6] 5. XI. 4° erste: 
230}°2 5 6} 8 68, jt ems 
Urin zur Ver- 
arbeitung 
7. XIL. | 175,0 4.6 | 8,1 — — Tier 7 


Vom 2. XII. ab hungerte das Tier, am 3. XII. 














bekam es 


1,0 g Phlorizin in 10,0 g Olivenél. Am 5. XII. wurde um 10.50 Uhr 


r 


langsam eingespritzt. 


5,0 g Leucin, gelést in 150 cm?’ physiologischer NaCl-Lésung 
Nach 7 Stunden wurden in 100 cm® 


Urin die Acetonkérper bestimmt, schon da fand sich eine 
Zunahme von 32,2°/, Aceton und Acetessigsiiure und 69,6°/, 
6-Oxybuttersiure. Am nichsten Tage wurden in weiteren 
230 cm? der 24stiindigen Urinmenge 29,6°/,, der erstgenannten 
Stoffe und 88,6°/,, der letzten gefunden. Am Abend des 


6. XII. lag das Tier tot im Kafig. Fiir die 6-Oxybuttersiiure- 


“ 





ENR aoe gh a ARETE S 
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bestimmung reichte die der Blase entnommene Urinmenge 
nicht aus. 


Tabelle II. 


Brauner Dachs, Nr. 171, mit umgekehrter Eck-Fistel, 7720 g Leucin intraveniés. 























_ Gesamt- iciotom u. Acetessig- 
menge des 2. jure 
oe Versuchs- | ™fnge de pn 3-Oxybuttersiure 
tage voraus- Bemerkungen 
gegangenen ; : : j 
1913 | 24 Standen i ” = oat 
cm? loo mg /00 msg 
_ 9, XII. — “en ~ — — Beginn der Nah- 
rungsentziehung 
und 1,0 Phlorizin 
in 10,0 Ol. oliv., 
subkutan 
Zin 4 10, XI. an — sce — panne 
iv. 3 
11. Ai. 450,0 35,3 158,5 56,4  253,8 
12, XII. | 320,0 48,6 155,5 | 1008 | 3226 |5,0g Leucin in- 
. travenés (i 
ce 13. XII, | 500,0 79,9 | 899.5 111,6 558,0 
fi 
~ = 14. XIL | 410,0 84,9 347,9 | 1391 | 5704 | Durehfall 
~ 15, X11. — —- | = — , — {tot im Kafig vor- 
a | gefunden 


Vom 9. XII. ab hungerte das Tier und bekam am gleichen 
Tag 1,0 g Phlorizin in 10,0 g Ol. oliv. 12. XII. 5,0 g Leucin 
in 150 cm* physiol. NaCl-Liésung langsam in die Vene der 
Hinterpfote infundiert. Die absoluten Werte von Aceton und 


By Acetessigsiure stiegen von 155,5 auf 399,5 mg, die von 8-Oxy- 
: buttersiure von 322,6 auf 558 mg. Am 14. XII. weiter hohe 
i Werte gefunden. Am 15. XII. morgens wurde der Hund tot 
i vorgefunden. In der Blase kein Urin. Das Gewicht der Leber 
betrug 610 g, also 7,9°/, des Gesamtgewichts gegen ca. 3,3°/, j 
a des Norm. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVI. 19 
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Tabelle III. 7 
Hund .D* mit umgekehrter Eck-Fistel, GréBe und Gewicht nicht wesentlich yoy \ 
den Tieren 91 und 171 verschieden, Leucin intraveniés. si 
——— —————— ——~ — 
Ver- poems Aceton und g-Oxybutter- N- ; 
des Acetessig- Zucker - 
suchs- Orins ip stint siiure Menge Bemerkungen : 
tage - y 
1914 Sistda} in in in| in in | in in 2 
em? */00 mg */oo | mg 1 ¥ ~ 2 
| | 

18. V.] 433,0] 1,95) 54] — | — | — | — | 2,69 | Hungerbeginn, 
| | | 1.0 Phiovizin 

19. V.| 580,0] 11,75 | 68,1 | 11,6 | 67,4 | 2,0 | 11,6 | 5,02 

20. V.| 330,0] 8,25| 27,3 | 43,6 1439 | 7,4 | 244 | 4,43 

21. V.} 620,0] 33,75 209,25) 7,1 441 | 1,4 | 87 | 8,55 2,5 g Leucin 
intravenis 

22. V.| 495,0] 65,0 321,8 1166 577,2 | 4,7 933 | 3,88 

23.V.| 4150] 2,5 | 10,35] 35,0 145,25] 18 7,5 | 7,82 

24.V.] 4600] 25 11,5 | 4,6 | 21,3 | Feming + | 2,47 




















Hunger beginnt am 18. V. Am gleichen Tage 1,0 g Phlo- 
rizin in 100,0 g physiol. NaCl-Lésung in die Vene der Hinter- 
pfote injiziert. Die Acetonkérper sind darauf von 209,25 bzw. 
44,1 auf 321,8 bzw. 577,2 mg gestiegen. Schon am niichsten 
Tage fallen die Werte wieder ab und zwar fiir 6-Oxybutter- 
siure etwas langsamer. Die Leucin-Injektion wurde vom Tiere 


unbeschadet ertragen. ; 
Tabelle IV. 


Hund ,D. K.* mit Eck-Fistel, Gewicht 11,970 kg, Leucin intravenis. 











Gesamt-. r 
Ver- menge nae nas 8-Oxybutter- N- 
h des | Acetessig- J Zucker M 
siacniacs! oe siiure ys “eDSE! Bemerkungen 
tage ‘ 
S* |gegang.| . : : , . ‘ 
1914 }24Stdn.J in | in in | in in |; in in 
em’ | %, | mg | %o | mg | % | & | 8 
| 
18. V.} 900,0} 1,25 | 1123; — | — — | — — | Hungerbeginn 
| i 
19. V.} 430,0} 3,9 | 16,7 | 15,1 | 65,0] Fehling + 2.47 | 1,0 Phlorizin 
| subkutan 


























on 
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ome 


























pei oo Aceton und |) pe 
Tere r ° p-UXY Fe r ae" 
be Maes | Acetessig- |” ~*) — Zucker te 
suchs- |Urins in 5s saure Menge ‘k 
sen ee siiure Bemerkungen 
tase Teegang.| . 4 : ‘ . . 
1914 f248tdn.| in in in in in in in 
em? */oo mg */oo mg "/o 5 s 
20. V.| 5000] 84 | 42,0 | 40,9 2045] 6,3 | 31,5 | 8,59 
21. V.] 995,0113,6 (135,6 | 420 4179] 34 | 33,3 [18,66 
09, V.} 590,0] 43,6 57,4 | 47,6 280.9] 1,6 9,4 | 8,09] 25 g Leucin 
| intraveniés 
23. V.| 345,0] 6,5 | 29,4 40 13,8 Fehling 1,71 
4 V.] 500.0] 14 | 7,4] 7,4) 870] — | — | 6,76 
Mit dem Hunger wurde am 18. V. begonnen. Am fol- 


genden Tage 1,0 g Phlorizin in 10,0 g Ol. oliv. Die Aceton- 
kérperausscheidung steigt an, wie wir es von anderen phlo- 
rizinvergifteten Tieren kennen. Auf der Héhe der Erscheinungen 
wird 2,5 g in der iiblichen Weise injiziert. UnbeeinfluBt fallen 
die Aceton- und £-Oxybuttersiiurewerte am nichsten und iiber- 
nichsten Tag zur Norm ab. Die Leucinmenge wurde schadlos 











Polarisat. — 


ertragen. 
Tabelle V. 
Hund ,Wolf* mit Eck-Fistel, Leucin per os. 
Gesamt- j 0 s ’ 
Versuchs- | "N° vn yee Re Os eae Zucker 
tage voraus- siure tanta Bemerkungen 
1915 yo in in in in in in 
em® */oo | mg "loo ms */o S 
96. 3E — —- | — _ — _— — | Hungerbeginn, 
1,0 Phlorizin 
subkutan 
27. XI. | 400 2,5 | 10,0 | 6,25) 25,0 | 3,9 | 15,6 
28. XI. 870 6,4 | 50,4 | 29,85) 25,99] 4,7 | 40,9 
29, XI. 580 11,25) 65,2 | 34,25 198,65] 3,4 19,7 | Leucin 20,0 per 
0s 
30. XI, | [1550 1,4 | 21,3 | 15,9 264,2 1,0 | 15,5} | Durchfall 
(Urin und 
Kot) 
1. XII. 410 2.6 | 10,8 7.5 | 30,75] 1,3 5,7 
2, XIE] 490 1,5 | 7,85] 7,3 | 35,8 ) Febliug + 
| 
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Am Morgen des ersten Hungertages, am 26. XI. 1,0 g 
Phlorizin in 10,0 g OI. oliv. subkutan. Am 29. XI. wurden mit 
Schlundsonde 20,0 g d-l-Leucin in 200,0 g physiol. NaCl-Lésung 
eingefiihrt. Am 30. XI. bekam das Tier heftigen Durchfall. 
Kot und Urin wurden an diesem Tage zusammen verarbeitet, 
d. h. gemeinsam iiber Kieselgur abfiltriert und dann nach der 
unten angegebenen Methode weiterbehandelt. 

Eine Anderung im Verlauf der drei Aceton-Kérperaus- 
scheidungen ist gegeniiber unbeeinfluBten Phlorizinhunden nicht 


festzustellen. 
Tabelle VI. 


Fox Nr. 92 mit umgekehrter Kck-Fistel, Gewicht 6900 g, Leucin per os. 














Gesamt- | Aceton u. Acetessig- 
; menge des : "| g- , ‘sii 
Versuchs- | “T386 in sabiaiais 6-Oxybuttersiiure 
tage ional ) Bemerkungen 
neo : ° : : 
1913 Oe Stunden a | Ka - | 1s 
em* */oo / mg */o0 | mg 
3. XI, — ~ — ea Hungerbeginn, 
1,0 Phlorizin 
4, XI. — — a —- | — 
5. XI. 330 8,4 27,6 6,75 | 22,3 
6, XI. 420 38,1 | 160,1 61,0 | 2562 | 20,0 Lenein per 
| | 0s 
7. Xi. 440 31,6 | 1891 50,1 220.5 
ee 78 _— a. ee _ ene ohne Urin 
9, XI. 250 74 | 21,4 7,4 | 31,4 














3. XI. Hungerbeginn und 1,0 g Phlorizin in 10,0 OI. oliv. 
Am 6. XI. wurden 20,0 g Leucin in 200 cm® physiol. NaCl- 
Lésung gegeben. Am Tag nach der Einverleibung sind Aus- 
scheidungszahlen niederer als am Tage zuvor. Am 8. XI. kein 
Urin erhalten. Am 9. XI. sind die Werte so hoch, wie sie 


sonst in normalen Reihen gefunden werden. 
Zur Methodik') sei bemerkt, Aceton und Acetessigsiiure wurden nach 
Messinger-Huppert bestimmt; ausgegangen wurde von 200 ccm Urin. 


1) Embden und Schmitz in Abderhaldens Handbuch d. bioch. 
Arbeitsmeth., Nachw., Bestimmung und Isolierung von Aceton etc. II. 2, 
S. 906. 
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In einem Mefzylinder von 500 ccm wurden 10 ccm konzentrierte Am- 
moniaklésung hinzugesetzt und Bleiessig in reichlichem UberschuB, das 
Ganze auf 500 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Dieses filtriert, 
vom Filtrat 200 ccm in einem Kjeldahl-Kolben und mit 15 cem kon- 
zentrierter Schwefelsiure versetzt. Daraus wurde unter guter Kiihlung 
in eine Vorlage mit 100 cem destilliertem Wasser 200 ccm iiberdestillieren 
lassen, unter stiindigem Zutropfen von destilliertem Wasser, um das 
Volumen im Kjeldahl auf gleicher Hihe zu halten. Das so gewonnene 
Destillat, das das priformierte Aceton und das Aceton der Acetessigsiure 
enthielt, nach Messinger-Huppert titriert. Der Destillationsriickstand 
wird einer zweiten Destillation unterworfen unter stindigem Zutropfen 
von 0,1—0,5° ,iger Kaliumbichromatlisung. An Tagen, wo die Zucker- 
werte hoch waren, wurde die Kaliumbichromatlisung so stark gehalten, 
dai die Farbe der Destillationsfliissigkeit braun blieb. Vorgelegt waren 
wieder 100 com Wasser. Uberdestillieren liefi man 400 cem. Diese ge- 
samten 500 com wurden dann nach Shaffer einer nochmaligen Destillation 
unter Zusatz von 20 cem 3° ,igem Wasserstoffsuperoxyd und 1 ccm Na- 
tronlauge unterzogen. Hier wurden 100 com Wasser vorgelegt, 300 ccm 
zur Destillation gebracht. Das so gewonnene Aceton aus der £-Oxybutter- 
siiure nach Messinger-Huppert titriert. (Verwandt wurde '/,, normal 
Jod zur Titration.) 

Fassen wir die Resultate nochmals zusammen: Die 
drei umgekehrten Eck-Fistel-Hunde zeigen nach intravendser, 
d. h, direkt die Leber passierender d-l-Leucin-Injektion eine 
ganz sicher auf diese zuriickzufiihrende Steigerung aller drei 
Acetqnkérper. Der Eck-Fistel-Hund aber, der 2'/, g Leucin 
ebenfalls in die Vene des Hinterfufies bekam, zeigte in der 
Ausscheidung der Acetonkérpermenge durchaus keine Beein- 

5 5 
flussung durch die Injektion. Die Werte der Acetonkérper- 
ausscheidung nahmen bei ihm, wie es bei Normalversuchen 
beobachtet wurde, am Tage nach der Injektion ab. 


Da die Méglichkeit der Ausscheidung von Aceton mit 
der Atemluft eine Fehlerquelle bedeuten kénnte, und diese nicht 
beriicksichtigt ist, so kénnte man einwenden, daf} der Aus- 
fall dieser Versuche nicht endgiiltig beweisend wire. Man 
kann dem entgegenhalten, dafi die Werte der $-Oxybutter- 
siiureausscheidung stets in ganz gleicher Weise eine Erhéhung 
oder Nichtbeeinflussung erfahren wie die Acetonwerte, und 
da diese Siure nicht mit der Atemluft, sondern nur mit dem 
Urin ausgeschieden wird, im iibrigen aber der Bildung von 
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Aceton und Acetessigsiure parallel verléuft, so darf man 
daraus héchstens schliefen, daB die gefundenen Acetonwerte 
als Ausdruck fiir die Acetonbildung zu nieder und im Sinne 
unserer Auslegung eher zugunsten unserer Schluffolgerungen 
gemacht werden miissen, keineswegs aber gegen sie sprechen. 

Somit lassen die Versuche die Folgerung zu, dal} die 
Leber aus Leucin die Acetonkérper entstehen labt, wenn es 
durch sie hindurchgeht. 

Bei partiell ausgeschalteter Leber tritt keine Mehrbildung 
nach Leucin ein. | 

Es wire somit ein weiterer Beweis dafiir ge- 
wonnen, dafi die Bildung der Acetonkérper in der 
Leber zu lokalisieren ist, und dafi sie in thr unter 
Wahrung mdglichst physiologischer Bedingungen aus 
Leucin entstehen kénnen. Ob eine so bedeutende 
Uberschwemmung der Leber mit Leucin in vivo vor- 
kommt, miissen anderweitige Untersuchungen er- 
geben. 











Zur Kenntnis des Oxycholesterins. 
(Cholesterindibromid-, Metacholesterin‘-Oxycholesterin.) 


Ill. Mitteilung’). 
Von 
I. Lifschiitz in Hamburg. 


iDer Redaktion zugegangen am 30. Mai 1919. 


Die Erkenntnis, dafi das Oxycholesterin als zweiwertiger 
Alkohol (mit zwei OH-Gruppen) aufzufassen ist, legte die Frage 
nahe: welche raiumliche Stellung seine zweite neue OH-Gruppe 
im Cholesterinmolekiil einnimmt. Fafit man die viel héhere 
teaktionsfiihigkeit dieses neuen Alkohols gegeniiber der des 
eigentlichen Cholesterins ins Auge, so liegt an sich schon die 
Annahme nicht fern, dafj die neue OH-Gruppe an einem der 
zwei im Cholesterinmolekiil durch eine doppelte Bindung zu- 
sammenhingenden C-Atome gelagert sein miibte. Ein stiit- 
zendes Analogon wiirde diese Annahme finden in dem bereits 
in der zweiten Mitteilung (dieser Folge) angefiihrten isomeren 
Cholesterinoxyd von Westphalen?), in dem das neue 
O-Atom mit jenen zwei ungesittigten C-Atomen zusammen- 


hiingt; zumal auch dieser Kérper — wie das Oxycholesterin 
mit Benzoyisuperoxyd — mit einem analogen Oxydations- 


mittel, der Benzopersiure, hergestellt ist. 

Die Richtigkeit dieser Anschauung sollen die nachstehenden 
Versuche dartun. 

Bei der Wahl eines Versuchsobjektes zur experimentellen 
Behandlung jener Annahme, behufs Gewinnung eines festen 


*) I: Berichte Bd. 47, S. 1453 ff. (1914). IL.: Diese Zeitschr. Bd. 96, 
S. 542 tf. (1916). ; 
*) Berichte Bd. 48, 8. 1064 (1915). 
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Gesichtspunktes fiir einen sicheren Einblick in das Oxychole- 
sterinmolekiil, war naturgemiéf} die Héhe der Angriffsfihig- 
keit (Reaktionsempfindlichkeit) des zu wihlenden Cholesterin- 
derivates gerade an jenen zwei ungesiittigten C-Atomen von 
bestimmender Bedeutung. Als solches Objekt empfahl sich 
bald das Cholesterindibromid, das sich ja aufierdem auch 
leicht in reinem Zustande herstellen lafit. 

Bei der Herstellung dieses Praparates bin ich von den 
bisher gebriuchlichen Verfahren insofern abgewichen, als ich 
fiir beide Komponenten, fiir das Cholesterin wie fiir das Brom, 
ein und dasselbe Lisungsmittel (Ather) in Anwendung brachte, 
da mir die Verwendung namentlich von Eisessig als Mitiel 
fiir die eine der Komponenten als zu unbequem, kostspielig 
und, wie aus dem Verlauf dieser Arbeit ersichtlich, auch 
chemisch nicht unbedenklich erschien. Es wurde wie folgt 
verfahren: 

20 g Cholesterin') wurden in 200 com Ather gelést und 
mit etwa 10 g (= 3,5 ccm) in 90 cem Ather frisch unter 
tiichtigem Durchschiitteln gelisten Broms vermischt. Die in 
wenigen Minuten hell rétlichgelb gewordene klare Liésung 
wurde dann mit 2—2!/,fachem Volumen 90°/, igen Weingeistes 
vermischt. In kurzer Zeit erstarrte das Gemisch zu einem 
fast steifen Brei weifier, glinzender Nadeln. Nach etwa 30 Mi- 
nuten wurde er auf eine Filterplatte geworfen, gut abgesaugt 
und mit méglichst kleinen Mengen 90°/, igen Weingeistes nach- 
gewaschen, bis die Waschfliissigkeit beim Verdiinnen mit an- 
gesiuertem Wasser keinen nennenswerten Niederschlag gab. 

Das Dibromid ist dann schneeweifi und einheitlich. Hs 
wurde zerkleinert, erst an der Luft und dann im Vakuum iiber 
Chlorcalcium vom Lésungsmittel und Feuchtigkeit vollstiandig 
befreit. 

Diese Hauptmenge des reinen Dibromids betrug 21,1 g. 
Das atherisch-spirituése Filtrat ergab, nach freiem Verdunsten 
des Athers in einer flachen Schale, weitere 5,0 g des reinen 
Kérpers; also zusammen 26,1 g = 96,6 °/, der theoretischen 


') Mit 1 Molekiil H,O und vom Schmelzpunkt 145—146° C. 
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Ausbeute. Die Brombestimmung des so gewonnenen Koérpers 
stimmte fast genau zur Formel C,,H,, Br,O. 

Die Bestimmung wurde wie folgt ausgefiihrt: 

0,2944 g des Dibromids wurden in 75 cem 95°/, igen Alko- 
hols kochend geldést, die heifie Lésung mit einigen Tropfen ver- 
diinnter Salpeterséure versetzt und mit Silbernitratlésung ge- 
fillt. Der Niederschlag setzte sich in der Wirme gut ab, 
lie sich leicht und vdllig klar filtrieren und bis zum Ag-freien 
Filtrat mit heiiem Weingeist auswaschen. In iiblicher Weise 
vetrocknet, ergaben sich 0,1981 g AgBr, woraus sich 
28,64°/, Br vom angewendeten Dibromid berechnet (Theorie: 
29.26°/, Br). Das Filtrat war Br-frei. 

Vorweg bezeichnend ist, daf} das Filtrat, ausgeithert, einen 
hellgelben amorphen Riickstand lieferte, der sich genau wie 
Oxycholesterin verhielt und auch eine intensive und farben- 
schéne Oxycholesterin-Reaktion mit Essigschwefelsiure 
gab. (Diese besteht aus 10 Vol. Essigsiiure und 1 Vol. H,S0Q,.) 

Die RKeaktionen des Cholesterindibromids sind denen des 
Cholesterins teils ihnlich und teils mit ihnen identisch. Es 
fillt nicht mit Digitonin und reagiert nicht mit 
Essigschwefelsiure auf Oxycholesterin. Es lat sich 
nur in einer voéllig wasserfreien Atmosphire aufbewahren, da 
es sich sonst allmihlich unter HBr-Entwicklung zersetzt und 
zu einem schwarzen und amorphen Pech zusammensintert. 

Das Verhalten des Cholesterindibromids zu Wasser und 
den verschiedensten Reagenzien liefert eine solche Fiille von 
Erscheinungen und Reaktionsprodukten, dafi momentan von 
einer erschépfenden Erérterung derselben Abstand genommen 
werden muf}, zumal der gegenwiirtig herrschende Mangel an 
reinen Chemikalien und Lésungsmitteln diese komplizierten 
Untersuchungen auferordentlich erschwert. Demnach sollen 
hier vorderhand nur diejenigen bis zu einer gewissen Klarheit 
bereits gediehenen Punkte herausgegriffen und besprochen wer- 
den, an denen sich das Cholesterindibromid mit dem Oxy- 
cholesterin unmittelbar beriihrt und die so zu einer befriedigen- 
den Klaérung der eingangs aufgeworfenen konstitutiven Frage 
Wesentliches beizutragen vermégen. 
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I. 
Einwirkung von Eisessig auf Cholesterindibromid. 


(Farb- und Spektralreaktionen.) 


List man das Dibromid bei gelinder Warme in Eisessig. 
so scheidet es sich beim Erkalten in seinen unverinderten 
feinen weifien Nadeln wieder aus. Erhitzt man aber die Li- 
sung stirker, so firbt sie sich zunachst rotgelb und wird 
beim anhaltenden Kochen intensiv blutrot mit griinlich-gelber 
Fluoreszenz. Die Lésung zeigt dann folgendes ziemlich kompli- 
zierte Absorptionsspektrum, bestehend 


1. aus einem schmalen, durchsichtigen Streifen zwischen 
Orange und Gelb, 

, aus einem tiefdunklen, breiten Band in Griin, dicht am 
Gelb, das sich bis zur Mitte des Griin ausdehnt, und 

+. aus schwiicheren Absorptionen im Blau und Violett. 


ho 


. 
a 


Die Lisung wird beim Stehen der Reihe nach: rotviolett. 
violettrot, blauviolett und schlieBlich blau. Absorption I ver- 
stiirkt sich dabei, wird breiter, scharf begrenzt und léscht das 
Gelb giinzlich aus, wihrend Absorption II schwindet, und im 
tot (nahe dem Orange) eine schwache Linie auftaucht, die 
anscheinend mit der des Oxycholesterins nicht zusammenfiillt. 

Daf} diese intensive und farbenreiche Reaktion eine Ver- 
iinderung des Dibromids anzeigen mufi, geht daraus her- 
vor, dafi nach dem Verdiinnen des Reaktionsgemisches mit 
Wasser, selbst in den ersten Phasen der Reaktion, das vom 
festen Niederschlag abfiltrierte Wasser mit Silbernitratlésung 
eine reichliche Fallung von AgBr liefert. Die eigenartigen 
Wandlungen der Farben und Spektren aber liefien ihrerseits 
annehmen, dafi die verschiedenen Reaktionsphasen auf das 
Entstehen entsprechend verschiedener Reaktionsprodukte im 
Gemische hindeuten. Diese Annahme bestiatigt sich auch, wenn 
man den Verlauf der Reaktion an der Hand des Spektroskops 
verfolgt. 

Versetzt man nimlich eine Probe des Reaktionsgemisches 
im ersten blutroten Stadium der Reaktion mit etwas Chloro- 
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form und einigen Tropfen konz. Schwefelsiiure, so verindern 
sich zwar Farbe und Spektrum des Gemisches, aber nicht, wie 
zu erwarten wire, im Sinne der bekannten Essigschwefelsiure- 
Reaktion des Oxycholesterins, die ihre Spektralabsorptionen 
im Gelb und hierauf im Rot entstehen zu lassen pflegt. Viel- 
mehr bleiben hier diese Spektralfelder klar und die Haupt- 
absorption erscheint bei passender Verdiinnung als dunkles 
Band im Griin, dicht am Blau. Kocht man dagegen die blut- 
rote Hisessiglésung, bis sie eine ausgesprochene violettrote 
Farbe (mit einer mehr blauvioletten Nuance) angenommen hat, 
und setzt dann zur abgekiihlten Lésung etwas Chloroform und 
konz. Schwefelsiiure zu (ca. 8 Tropfen auf 3 cem Liésung), so 
fiirbt sie sich bald kirschrot. Die obige Absorption 1 (im 
Orange) dehnt sich (iiber das Gelb bis in das Griin) zum breiten, 
tiefdunklen Band aus, wihrend Band 2 (des obigen blutroten 
Stadiums) immer schwiicher wird, sich nach der Mitte des 
Griin bewegend. 1 Tropfen 2°/,iger Eisenchloridlésung (in 
Hisessig) verwandelt die Farbe in ein echtes und schénes Satt- 
eriin, die starke Absorption im Gelb verschwindet bis auf einen 
schmalen und sehr schwachen Streifen, wihrend zwischen 
und d (im Rot) ein starker und tiefdunkler Streifen entsteht, 
der bei passender Verdiinnung der Lésung von beiden Seiten 
fast scharf geriindert ist. Diese Farben- und Spektralerschei- 
nungen charakterisieren die Reaktion — wie ersichtlich — 
scharf als die bekannte Essigschwefelsiure-Reaktion des 
Oxycholesterins’). 

Zu beachten ist dabei, dali das Gemisch nicht iiber den 
erwiihnten Punkt gekocht werden darf, da es sonst mififarbig 
wird, wobei weitere Reaktionsprodukte zu entstehen pflegen. 
die die Oxycholesterinreaktion nicht mehr geben. Um dies 
zu umgehen, empfiehlt es sich, wenn es auf rasche Abwick- 
lung des Reaktionsvorganges nicht ankommt, das Gemisch nur 
bis zur ziemlich starken Rotfirbung zu kochen. Die weitere 
Kniwicklung der Reaktion geht beim Erkalten des Gemisches 


*) Vergl. Diese Zeitschr. Bd. 58, 8. 144 (1907); Berichte Bd. 41, 
S. 252 (1908), ff u.a. O. 
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langsam auch ohne weitere Erwaérmung gut vonstatten. Bej 
der Langsamkeit des Reaktionsverlaufs lassen sich die Wand- 
lungen der Farben und der Spektra viel besser verfolgen. 
Setzt man nun zur blauviolett oder blau gewordenen Lésung 
etwas Chloroform und auf etwa 3 ccm Lésung 8—10 Tropfen 
H,SO, zu, so firbt sie sich kirschrot usw. und gibt die oben 
geschilderte Essigschwefelsiiure-Reaktion des Oxycholesterins 
mit allen ihren charakteristischen Farben und Spektralabsorp- 
tionen. 

Wesentlich beschleunigen lat sich die obige Cholesterin- 
dibromid-Reaktion, wenn man zu etwa 3 ccm seiner Kssig- 
lésung vor ihrer Kochung 1—2 Tropfen Wasser zusetzt. 

Sucht man nun des eigentlichen Reaktionsproduktes durch 
Fallung mit Wasser habhaft zu werden, so gelingt es nur 
schwer und selten zu einer Substanz mit befriedigend starker 
Oxycholesterin-Reaktion zu gelangen; da aber, wie oben nach- 
gewiesen, bei der Einwirkung des Eisessigs auf das Dibromid 
reichlich Bromwasserstoffsiiure entsteht, so erschien es als 
sehr wahrscheinlich, daf} diese in der stark reaktiven Essig- 
siure die Oxycholesterinbildung ungiinstig beeinflufit. Tat- 
siichlich bestatigt sich diese Anschauung, wenn man die 
Kochung des Cholesterinbromids mit Eisessig in Gegenwart 
eines HBr-bindenden Mittels vornimmt. Lést man niimlich 
den Bromkérper in der Saure bei nur gelinder Wirme, setzt 
dann zur noch farblosen Lésung eine geniigende Menge kri- 
stallisierten Natriumacetats zu und kocht nunmehr das Ge- 
misch einige Male auf!), so farbt es sich nicht rot, sondern 
griinlichgelb, ohne irgendwelche Spektralabsorption zu zeigen. 
Wird nun zur kalten Liésung (auf 3 cem) 8—10 Tropfen H,SO, 
und darauf etwas Chloroform zugesetzt, so nimmt das Ge- 
misch eine intensiv kirschrote Farbe an, die bald blauviolett 
und beim weiteren Stehen (oder auf Zusatz eines Tropfens 
Eisenchloridlésung auch sofort) echt griin wird. Die sehr 


1) Es darf nicht zu lange gekocht werden, da sonst teerige Pro- 
dukte entstehen, die die Isolierung des Reaktionsproduktes durch Fallung 
mit Wasser usw. sehr erschweren und seine Farbreaktionen beeintrach- 
tigen. Etwa zwei- bis dreimaliges Aufkochen des Gemisches geniigt. 
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starken und scharf gezeichneten Spektralabsorptionen des 
farbigen Gemisches sind die des reinen Oxycholesterins. 
Auferdem erscheint mitunter im Blau ein starkes Band, das 
den Raum von der Mitte dieses Spektralfeldes bis an die 
Grenze des Violett einnimmt. Diese letztere Absorption, die 
dem eigentlichen Mono-Oxycholesterin, wie man es durch 
direkte Oxydation des reinen Cholesterins erhalt'), nicht 
zukommt, kann nicht weiter auffallen, wenn man beriick- 
sichtigt, dafi aus dem Dibromid daneben auch ein Dioxy- 
chloesterin entstehen kann, dessen zweiter OH-Gruppe, wie 
weiter unten dargetan wird, anderweitige Spektralabsorp- 
tionen entsprechen. Solche Nebenabsorptionen habe ich 
iibrigens hiiufig auch im Spektrum der Essigschwefelsiure- 
(Oxycholesterin-)Reaktion der Blutfettalkohole beobachtet und 
beschrieben’), eine Erscheinung, die erst durch diese neueren 
Beobachtungen ihre befriedigende Aufklairung finden diirfte. 
Aus der in Gegenwart von Natriumacetat abgekochten Eis- 
essiglésung JiBt sich nunmehr mit Wasser ein auf Oxychol- 
esterin mit Essigschwefelsiure stark reagierendes Pulver ab- 
scheiden. 

Indes, so wohlgeeignet diese Art der Manipulation als 
Reaktion auf Cholesterindibromid auch ist, so eignet sie sich 
doch weniger als priparative Mafjnahme zur Herstellung der 
Br-freien Reaktionsprodukte. Fallt man némlich das fir sich 
auf Oxycholesterin mit Schwefelsiiure usw. reagierende Kis- 
essiggemisch mit Wasser, so erhalt man zwar nach tiichtigem 
Durchschiitteln desselben einen hellflockigen, gut filtrierbaren 
Niederschlag, der (trocken), wie gesagt, auch intensiv auf 
Oxycholesterin reagiert; der aber noch bedeutende Mengen 
Brom enthilt. Bei einem quantitativ durchgefiihrten Versuch 
ergab das gesammelte wifirige Filtrat einen Bromgehalt, der 
nur der Hilfte des Bromgehaltes des angewendeten Dibromids 
entspricht. Es ist also hier nur die Hialfte des Broms eli- 
miniert worden. 


) Berichte Bd. 47, S, 1453 ff. (1914). 
*) Diese Zeitschr. S. 144 ff. (1907) u. a. a. O. 











278 I, Lifschiitz, 


Wesentlich glatter und vollstindiger vollzieht sich die 
Eliminierung des Broms aus dem Cholesterindibromid unter 
Bildung von Oxycholesterin durch folgende Einwirkungen. 


Il, 
Einwirkung von Wasser auf Cholesterindibromid. 
1. Amorpher Teil des Reaktionsproduktes. 

Kocht man das reine Dibromid langere Zeit mit Wasser, 
so ballt es sich allmihlich zu gelben Klumpen zusammen, die 
zu einem sprsden Kérper eintrocknen, der jedoch noch unver- 
iindertes Dibromid enthalt. In etwas Chloroform gelést, gibt 
er mit Essigschwefelsiure eine intensive und farben- 
schéne Reaktion, die in allen ihren Farben- und 
Spektralterscheinungen mit der gleichen Reaktion 
des Oxycholesterins tibereinstimmt. Durch Behandlung 
mit Alkohol, in dem das letztere Cholesterinderivat leichter 
léslich ist als das Dibromid, ]aBt sich dieses, nach dem Aus- 
kristallisieren, abfiltrieren und aus dem Filtrat — nach Be- 
seitigung des Alkohols — auch erhebliche Mengen des Oxy- 
kérpers. erhalten’). Selbst durch anhaltendes Kochen des 
Bromids mit Wasser lifit sich das Brom nicht vollstiindig 
aus dem Kérper entfernen; offenbar, weil das vermittelnde 
Lésungsmittel zwischen der Festsubstanz und dem Wasser 
fehlt. Andererseits wirkt, wie oben bereits angedeutet, die 
bei der Reaktion entstehende Bromwasserstoffsiure auf das 
gebildete Oxycholesterin weiter oxydierend. Es empfahl sich 
demnach, um die Reaktion méglichst einheitlich zu gestalten, 
das Dibromid in einem hierfiir indifferenten wasserléslichen 
Lésungsmittel zu lésen und die Kochung in Gegenwart von 
Wasser und eines die Bromwasserstoffsiure unwirksam machen- 
den Kérpers vor sich gehen zu lassen. 

In der Tat gelingt es, in einer Lésung des Dibroimids 
in 90°/,igem Spiritus in Gegenwart einer entsprechenden 
Menge Natriumacetats schon nach relativ kurzer Kochung 


1) Noch besser 146t sich diese Trennung durch Fillung des Oxy- 
cholesterins mit Digitonin aus verdiinnter alkoholischer Lisung bewirken, 
wobei der Bromkérper in Lisung bleibt und abfiltriert werden kann. 


POE I 
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nahezu das gesamte Brom aus dem Dibromid zu eliminieren 
und es fast vollstindig in die Oxyverbindung iiberzufiihren. 

Behufs Ermittlung giinstiger Reaktionsbedingungen wur- 
den nach dieser Richtung hin 9 Versuche ausgefiihrt. Als 
recht. giinstig fiir die Uberfiihrung des Cholesterindibromids 
in Oxycholesterin haben sich schlieflich folgende Mengen- 
verhiltnisse resp. Kochdauer ergeben. 

1,0 g reinen Cholesterindibromids wurde zusammen mit 
4,0 g kristallisierten Natriumacetats in 50 cem 90°/,igen 
Spiritus gelést und 2 Stunden am Riickflufrohr gekocht. Das 
Gemisch wurde dann mit etwa dem gleichen Volumen Wasser 
verdiinnt, mit Ather ausgeschiittelt und das Atherextrakt mit 
alkoholhaltigem Wasser gut ausgewaschen. Die Waschfliissig- 
keit wurde mit der ersten Unterlauge vereinigt, eingedampft, 
die Salzmasse mit reinem Wasser wieder aufgenommen und 
im Mafikolben genau auf 250 ccm verdiinnt. In je 50 cem 
der klaren Lésung wurde das Brom titrimetrisch bestimmt 
und dann nétigenfalls auch gewichtsanalytisch durch Fallung 
mit AgNO, kontrolliert. Die Analysen ergaben iiberein- 
stimmend 27,0°/, Brom vom angewendeten Dibromid, gegen- 
liber 29,26°/, des theoretischen Bromgehaltes. 

Das Atherextrakt ergab nach Beseitigung des Athers 
0.7348 g = 73,48°/, Trockensubstanz. (Theorie: 73,6°/, Oxy- 
cholesterin.) 

Die so erhaltene fast bromfreie Substanz konnte auf dem 
Wasserbade gut getrocknet werden, ohne merklich nachzu- 
dunkeln, was bei erheblichem Bromgehalt nicht der Fall zu 
sein pflegt. Sie ist hellgelb, fest, spréde und bernsteinartig 
durchsichtig, also ganz vom Habitus des wiederholt beschrie- 
benen amorphen Oxycholesterins'). Nach etwa 24 Stunden 
konnten in dem selbst nach 6 Stunden noch vdllig durchsich- 
tigen Kérper schwache Wolkchen einer Opaleszenz wahrge- 
nommen werden, was von kleinen Beimengungen kristallinischer 
Substanz herzuriihren pflegt. Ein kleines Splitterchen der 
Substanz, in etwas Chloroform gelést, gab auf Zusatz. von 


') Siehe obige Zitate auf S. 277 Anm. 1. 
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etwa 1 ccm Essigschwefelsiiure (10:1) eine sehr intensive 
und farbenschéne Oxycholesterin-Reaktion, deren Empfind- 
lichkeit schon in diesem rohen Zustande der Substanz — nach 
der Bestimmung der minimalen Spektralabsorption —1 : 3636: 
betrug'). Das Spektrum der Reaktion (im Gelb resp. im Rot) 
stimmte vollkommen mit dem des Oxycholesterins iiberein. 
Andere Absorptionen traten hier nicht auf. Die Umwandlung 
des Dibromids in Oxycholesterin geht also hier wesentlich 
einheitlicher vor sich, als beim Operieren mit Hisessiglésung. 

Behufs weiterer Reinigung wurde die Substanz in heifem 
Methylalkohol klar gelést. Beim Stehen in der Kite schied 
sich eine unbedeutende Menge Substanz zuniichst als Oltrépfehen 
aus, die mit der Zeit kristallinisch erstarrten. Nach etwa 
20 Stunden war die dariiberstehende Liésung vdllig klar, so 
dafi} sie abgegossen und die an der Gefifiwandung harzartig 
haftende Festsubstanz gut abgespiilt werden konnte. Die 
Lésung wurde heif} bis zur schwachen Opaleszenz mit Wasser 
versetzt, worauf sie beim Stehen wieder eine geringe Menge 
Festsubstanz abschied. Sie wurde abfiltriert und eingedampft. 
Die obige Oxycholesterin-Reaktion der Substanz hatte nun- 
mehr eine Empfindlichkeit von 1: 45454?) und konnte somit 
als fast reines Oxycholesterin betrachtet werden. Da die 
Verluste des Rohproduktes bei seiner Reinigung nur gering 
waren, so konnte die Ausbeute an reinem Material auf min- 
destens 90°/, vom bromfreien Teil des Cholesterindibromids 
geschiitzt werden. 

Bei den zahlreichen Versuchen nach dieser Richtung hin 
konnte deutlich in Erfahrung gebracht werden, dafi die Bil- 
dung der bromfreien Oxyverbindung hauptsichlich abhiangig 
ist von der Menge des Bromwasserstoff bindenden Mittels. 
Bei Anwendung von nur 1—2 Teilen Natriumacetats auf 
1 Teil des Dibromids erhailt man nur 40—50°/, an dem 
amorphen Oxykoérper, waihrend der Rest ein weifier, gleich- 
falls bromfreier Kristallkérper ist, von dem weiter unten die 





1) Berichte Bd. 47, S. 1454 ff. (1914). 
*) Vergl. Berichte Bd. 47, S. 1454 ff. (1914). 
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Rede sein wird'). Vorderhand sei nur bemerkt, daf er alle 
Reaktionen des Cholesterins gibt, aber nicht die Essigschwefel- 
siiure-Reaktion des Oxycholesterins, er enthalt somit kein 
Oxycholesterin. In den iiblichen Lésungsmitteln lést er sich 
wesentlich leichter als Cholesterin und weicht auch in seiner 
Kristallform von diesem ab. Auch sein Schmelzpunkt, wie 
der seines Acetats, sind von denen des eigentlichen Cholesterins 
verschieden (s. weiter unten 8S. 285). 

Wie ersichtlich, stimmt das auf diesem Wege gewonnene 
Oxycholesterin in seinen Eigenschaften mit dem durch Oxy- 
dation des Cholesterins gewonnenen Oxykérper véllig iiberein. 
Wie dieser, fallt auch jenes aus alkoholischer Lésung mit 
Digitonin in weifen silberglinzenden kleinen Blattchen, die 
villig Br-frei sind und in Eisessiglésung mit H,SO, eine in- 
tensive und reine Oxycholesterin-Reaktion geben. 

Da das auf diesem Wege gewonnene Oxycholesterin in- 
folge der leichten Léslichkeit des kristallinischen Neben- 
produktes von diesem sich nur schwer trennen lafit, so wurde 
seine Digitoninverbindung, die sich gut umkristallisieren ]aBt, 
zu seiner Reinigung beniitzt. Zu diesem Ende wurde der 
Oxykérper aus einer 2 °/,igen Lésung in 95 °/,igem Weingeist 
mit einer Digitoninlésung in 90°/, Spiritus gefallt und mit 
90°/,igem Spiritus gut ausgewaschen. Das weifie glinzende 
Digitonid wurde nach dem Trocknen im Vakuum in wenig 
Eisessig bei gelinder Wiarme gelést und mit 90 °/,igem Spiri- 
tus so lange versetzt, bis das Digitonid anfing auszufallen. 
Die geringe Fallung wurde in der Wirme durch einige 
Tropfen Eisessig wieder aufgelést und die Lésung langsam 
erkalten gelassen. Nach einigen Stunden schied sich das Digi- 
tonid bis auf eine kleine Menge in glianzenden Blattchen 
wieder aus. Es wurde abgesaugt, mit Spiritus vom LEisessig 
gut ausgewaschen und getrocknet. 

Aus dem so gereinigten Digitonid konnte seine Oxy- 
cholesterinkomponente nach dem von mir hierfiir ausgearbeiteten 





1) Héhere Ausbeuten am kristallinischen Teil des Reaktionsproduktes 
zu erzielen, oder gar die Oxycholesterinbildung ganz auszuschalten, scheint 
unter diesen Reaktionsbedingungen nicht méglich zu sein. 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. CYI. 20 











282 I. Lifschitz, 


Verfahren’) restlos quantitativ in reiner Form erhalten und 
sicher identifiziert werden. 

Ein wichtiges Merkmal bei der Identifizierung des auf 
obigem Wege erhaltenen Oxycholesterins mit der durch direkte 
Oxydation des Cholesterins mit Benzoylsuperoxyd gewonnenen 
Oxyverbindung ist ferner das Jodadditionsvermégen des 
fraglichen Kérpers*). Aber auch dieses Datum konnte hier 
mit positivem Erfolge ermittelt werden. Die Jodadditions- 
zahl am neu gewonnenen und durch das Digitonid etc. ge- 
reinigten Oxycholesterin wurde nach dem Hiiblschen Verfahren 
festgestellt. Danach nehmen 100 Teile dieses Oxykérpers 
61,63 Teile Jod auf. Nach der Formel C,,H,, 0, berechnen 
sich (fiir 2 Jodatome): 63,18 Teile Jod auf 100 Teile der 
Verbindung. Ein weiteres Kriterium des Oxycholesterins ist 
seine optische Aktivitit. Sie ist, wie die des Cholesterins, 
negativ; betrigt aber nur (ap) = —13,5° (links drehend). Sie 
soll demnichst auch am neu gewonnenen Oxykérper ermittelt 
werden. 

Aus dem oben Festgestellten folgt, daf} die Wirkung von 
Wasser auf Cholesterindibromid nach folgender Gleichung 


verliuft: 
C,,H,,0: Bre-+-H,O = C,, H,,0.-+ 2 HBr. 


Daraus ergeben sich folgende fiir die konstitutive Er- 
kenntnis der réumlichen (OH)-Stellung der neuen OH-Gruppe 
im Cholesterinmolekiil bedeutsame SchluSfolgerungen: 

1. dab die doppelte Bindung des Cholesterinmolekiils, 
die durch Bromaddition aufgehoben war, bei der Eliminierung 
des Broms durch die Einwirkung von Wasser wiederher- 
cestellt ist; 


1) Die Einzelheiten dieses theoretisch ausfiihrlich erérterten und ex- 
perimentell begriindeten Verfahrens siehe ,Zur Analyse des Cholesterins‘, 
Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 89 (1918). Das Verfahren hat sich seither gut 
bewahrt und leistete mir auch bei diesen Untersuchungen vortreffliche, ja 
entscheidende Dienste. 

*) DaB der aus reinem Cholesterin erhaltene Oxykérper eine un- 
gesattigte, Jod stark addierende Verbindung ist, wurde wiederholt von 
mir hervorgehoben (vgl. u. a. Diese Zeitschr. Bd. 96, S. 250 (1916). 
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2. dafi durch den Eintritt des Sauerstoffatoms des 
Wassers an einem der ungesiittigten Kohlenstoffatome eine 
(OH)-Gruppe (in tertiirer Form) entstanden ist'); und 


3. das diese (OH)-Gruppe nichts anderes ist als die des 
Oxycholesterins, wie es durch direkte Oxydation des Cho- 
lesterins mit milden Oxydationsmitteln, z. B. mit Benzoyl- 
superoxyd*) oder — im tierischen Blut — durch das Oxy- 
hiimoglobin, entsteht *). 

Demnach und angesichts des glatten Verlaufs der Oxy- 
cholesterinbildung aus dem Cholesterindibromid unter so ein- 
fachen und milden Reaktionsbedingungen, beschriankt sich die 
Ortsbestimmung der neuen (OH)-Gruppe in dem kohlenstoff- 
reichen Cholesterinmolekiil nunmehr auf nur 2 Kohlenstoff- 
atome, an denen (im Dibromid) die 2 Bromatome haften. 
Die nahere Bestimmung desjenigen dieser 2 C-Atome, an 
welchem die neue (OH)-Gruppe hingt, muf vorliufig dem 
weiteren Fortgang dieser Untersuchungen vorbehalten bleiben. 
Lait sich z. B. unter den Nebenprodukten dieser Reaktion 
etwa ein anderer (OH)-K6rper ermitteln, dessen (OH)-Stellung 
an einem der ungesittigten C-Atome vielleicht schon bekannt, 
und der mit obigem Oxycholesterin nicht identisch ist, so 
wiirde die (OH)-Stellung des letzteren ohne weiteres fixiert 
sein. Aber wie dem auch sei, so ist es vorderhand zu be- 
griifen, dafi der Suchende auf eine ganz bestimmte Stelle 
hingewiesen werden kann. 


Der Hergang der Bildung des Oxycholesterins aus dem 
Dibromid lat sich durch folgendes Schema darstellen: 
CH 
C (OH) 


Cholesterin Cholesterindibromid Oxycholesterin 


CH CH-Br 
C,, H,, (OH ——pO,, H., (O —+C,, H,, (OH 
ay ' 43 ( Ka >\25 _ ( a ea ?Vo5 13 ( ‘ \ 


') Uber die alkoholartige Natur dieser (OH)-Gruppe siehe die 
zweite Mitteilung dieser Folge: Diese Zeitschr. Bd. 96, S. 342 ff. (1916). 

*) Berichte Bd. 41, 8S, 252 ff. (1908). 

5) Diese Zeitschr. Bd. 53, S, 142 ff. (1907) und Bd. 93, S. 211 ff.:(1914) 
u. a. a. QO, 
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Diese tertiare Stellung der neuen (OH)-Gruppe er- 
klirt auch hinreichend die wesentlich héhere Reaktionsfihig- 
keit des Oxycholesterins gegeniiber der des Cholesterins. 

So weit der amorphe Teil des Reaktionsproduktes. 


2. Der kristallinische Teil des Reaktionsproduktes. 


Daf dieser Teil einen Cholesterinkérper darstellt, zeigt 
schon seine intensive Cholestolreaktion. Es ist ja auch be- 
kannt, dafs man durch Einwirkung von Natriumamalgam auf 
Cholesterindibromid in Abwesenheit von Wasser wieder zum 
Cholesterin gelangen kann. Angesichts jedoch der vorliegenden 
total verschiedenen und viel milderen Reaktionsbedingungen 
konnte immerhin hier dieser Effekt mindestens zweifelhaft 
erscheinen. Wie berechtigt aber dieser Zweifel war, mégen 
die folgenden Versuche dartun. 

Das nach dem Verfahren 1, aber mit nur 1 Teil Natrium- 
acetat auf 1 Teil Cholesterindibromid in Form des Ather- 
extraktes erhaltene, teils amorphe und teils kristallinische 
Reaktionsprodukt wurde in etwa dem 10fachen heifgen Methyl- 
alkohols gelést und mit wenig Wasser (bis zur schwachen 
Triibung) versetzt. Wie dort oben, schied sich auch hier 
der Kristallkérper, aber in viel gréferer Menge ab. Er wurde 
abfiltriert, mit wenig wifrigem Methylalkohol nachgewaschen 
und (mit dem Filter) auf porésem Ton abgesaugt. Der Korper 
enthilt noch eine erhebliche Menge des amorphen Oxychol- 
esterins, von welchem er, infolge seiner leichten Léslichkeit, 
mit Lisungsmitteln nur sehr schwer und unter grofiem Verlust 
an Substanz getrennt werden kann. Er wurde daher, wie oben 
der amorphe Teil, durch Fallung mit Digitonin und Umkri- 
stallisieren der so schon schneeweifien und silberglinzenden 
Doppelverbindung bis zur vélligen Oxycholesterin- resp. 
Bromfreiheit gereinigt. Das so gereinigte Digitonid wurde dann 
nach dem oben auf 8.281 unten zitierten Verfahren acetyliert, 
und aus dem entstandenen (nunmehr mechanischen) Gemenge 
der Acetylverbindungen, des kristallinischen Cholesterinkérpers 
und des Digitonins, das erstere Acetat durch partielle Ver- 
seifung usw. vom verseiften Digitoninkérper getrennt. 
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Die so erhaltene Acetylverbindung des fraglichen Cho- 
lesterinkérpers, die so schon eine hohe Stufe der Reinheit 
zeigt, kristallisiert aus verdiinntem Alkohol, je nach dessen 
Wassergehalt, in glanzenden Niidelchen oder Blattchen, die 
bei 109 bis 110°C, schmelzen. (Das Acetat des eigentlichen 
Cholesterins schmilzt bei 114°C.) Der Schmelzpunkt andert 
sich auch nicht nach mehrfach wiederholtem Umkristallisieren, 
abwechselnd aus Methyl- resp. Athylalkohol. 

Durch Verseifung dieses Acetates und Ausatherung des 
Saponifikats scheidet sich der Cholesterinkérper beim Verjagen 
des Athers in weifen, silberglinzenden Schuppen aus, die zwar 
iuberlich wie Cholesterin aussehen, die aber unter dem Mi- 
kroskop bei starker Vergréferung in ihrer Form wesenilich 
davon abweichen. Aus Weingeist umkristallisiert zeigen sie 
nimlich nicht die strengen, starren und gradlinigen Rander 
der rhombischen Cholesterintafeln. Vielmehr sind hier die 
Rinder oval (elliptisch), meist in flachem Bogen nach aufien 
gebogen, nach oben und unten in einen spitzen, mitunter 
auch stumpfen Winkel zusammenlaufend. Die Kristalle er- 
scheinen hiiufig vielfach verzwillingt oder in zackigen Formen, 
wo aber die einzelnen Zacken die ovalen Linien deutlich er- 
kennen lassen. Nach wiederholtem Umbkristallisieren aus 
Alkohol schmelzen die Kristalle bei 139—141° C., also 
etwa 5° tiefer als das fiir die Herstellung des obigen Dibro- 
mids verwendete eigentliche Cholesterin. Wie oben bereits 
angedeutet verhilt sich dieser Cholesterinkérper, der mit 
dem dort oben unter 1. erwahnten Kristallkérper identisch 
ist, auch zu Lésungsmitteln wesentlich abweichend; nament- 
lich in Methyl- oder Athylalkohol lést er sich leichter als 
das eigentliche (rhombische) Cholesterin, ist daher aus dem 
urspriinglichen Rohprodukt selbst durch diese fiir ihn geeig- 
netsten Mittel nur unter Wasserzusatz und nach langerem 
Stehen von der Hauptmenge des Oxycholesterins zu trennen 
und erst, wie der obige amorphe Teil, iiber sein Digitonid 
und Acetat rein zu erhalten. 

Aus den oben geschilderten Abweichungen geht deutlich 
hervor, dafi bei der Eliminierung des Broms durch Wasser 
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neben Oxycholesterin ein Cholesterin entsteht, das zum min- 
desten in seinem molekularen Bau — etwa durch eine bei der 
Eliminierung des Broms sich vollziehende Umlagerung — eine 
Verinderung erlitten hat. 


3. Herstellung des Kristallkérpers aus reinem Cholesterin. 


Die Erwiigung, dafi neben der Eliminierung des Broms 
durch die obigen Mafjnahmen eine Art OxydationsprozeB vor 
sich geht, lef} es nicht ausgeschlossen erscheinen, daf} auch 
bei der direkten Oxydation des Cholesterins eine iihnliche Ver- 
iinderung desselben (bevor es in Oxycholesterin tibergeht) statt- 
finden kénnte. Folgender Versuch bestitigt es: 

1,0 g Cholesterin wurde mit 1,0 g Benzoylsuperoxyd in 
50 ccm 95°/,igen Alkohols am Riickflubrohr so lange gekocht, 
bis eine Probe nach Verdunsten des Alkohols, mit etwas Chloro- 
form aufgenommen, beim Verdiinnen der Lisung mit Hisessig- 
schwefelsiure (10:1) eine deutliche Oxycholesterin-Reaktion 
gab, was nach einer Stunde der Fall war. MHierauf wurde 
1 ccm 50°/,iger Kalilauge zugesetzt, das Gemisch ca. 10 Mi- 
nuten weitergekocht, mit etwa dem gleichen Volumen Wasser 
verdiinnt und das alkalisch reagierende Gemisch mit Ather 
ausgeschiittelt. Das Atherextrakt hinterlieS — nach dem Ab- 
destillieren des Athers — eine bla®gelbliche, glinzende Kri- 
stallmasse, die nur wenig auf Oxycholesterin reagiert. Der 
kristallinische Teil des Reaktionsproduktes betrigt hier iiber 
80°/, vom wasserfreien Cholesterin. 

Der obige rohe Atherriickstand wurde zuniichst aus Me- 
thylalkohol umkristallisiert und ergab eine sehr weife, silber- 
glanzende Kristallmasse, die auf Oxycholesterin nicht mehr 
reagierte, und deren weitere Reinigung viel leichter und voll- 
stiindiger ist als bei dem aus dem Dibromid erhaltenen Kri- 
stallkérper. 

Aus Methyl- bzw. aus Athylalkohol wiederholt umkristalli- 
siert, ergab der Kérper den konstanten Schmelzpunkt 
139—141° C. Sein Acetat schmilzt bei 109—110° C, also 
waren dieselben Schmelzpunkte vorhanden, wie sie an dem 
aus dem Dibromid erhaltenen Kristallkiérper resp. an dessen 
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Acetat festgestellt wurden. Auch in der Kristallform stimmen 
die beiden Kérper tiberein, wenn sie aus den gleichen Mitteln 
kristallisiert sind. 

Um jeden Zweifel an der Reinheit dieses Cholesterin- 
kérpers auszuschliefien, wurde er auch durch sein Digitonid, 
Acetat usw., wie 8S. 284 angegeben, gereinigt. Aber auch aus 
diesen komplizierten Reinigungsmanipulationen ging er mit 
seinen obigen EKigenschaften unverindert hervor. 

Diese Befunde sind um so bemerkenswerter, als ich diese 
Cholesterinform wiederholt auch im unverseifbaren Anteil der 
Fette der tierischen Organe und Gewebe feststellen und iso- 
lieren konnte’). So ist, um zwei Extreme zu nennen, das 
Cholesterin der menschlichen Gallensteine, die, nebenbei be- 
merkt, kein Oxycholesterin enthalten, durchweg als eigent- 
liches rhombisches Cholesterin befunden worden; dagegen ent- 
hilt das Blutfett neben erheblichen Mengen Oxycholesterin 
sehr hautig — vermutlich je nach der Héhe der Verdauung 
zur Zeit der Blutentnahme — fast durchweg das obige ellip- 
tische Cholesterin, das auch in den genannten Schmelzpunkten, 
Léslichkeit usw. mit jenem iibereinstimmt?). In dieser Form 
scheint der Cholesterinkérper auch wesentlich oxydabeler (re- 
aktionsfihiger) als das eigentliche Cholesterin (z. B. der Gallen- 
steine) zu sein. Jedenfalls ist diese Cholesterinform sicherlich 
nicht ohne biologische Bedeutung fiir die Rolle des Cholesterins 
in den tierischen Organen. 

Uber das Jodadditionsvermégen des Kérpers sowie iiber 
seine optische Aktivitét und sein Molekulargewicht soll in einer 
der nichsten Mitteilungen berichtet werden. 

Der Kiirze wegen sei fiir diesen Kiérper der Name ,Meta- 
cholesterin‘ *) vorgeschlagen. 


II. 
Einwirkung von Mineralsdure auf Cholesterindibromid. 


Aus der oben erérterten Wirkung der Essigséure auf das 
Dibromid ergibt sich zwar auch die Richtung der Wirkung 


1) Siehe Biochem, Zeitschr. Bd. 83, S. 19 ff. (1917). °) Vergl. daselbst. 
3) Im Sinne einer ,Metamorphose des Cholesterins*. ; / 
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von Sauren iiberhaupt; es war indessen von Interesse, die Re- 
aktion auch unter anderweitigen und verschiedenartigen Be- 
dingungen zu studieren, um auch auf diese Weise zu sehen, 
inwiefern — namentlich hinsichtlich der Oxycholesterinbildung 
— die jeweiligen Effekte die oben gezogenen Schliisse und die 
sich daraus ergebenden Anschauungen rechtfertigen. Daf 
Mineralsiuren auf das Dibromid wesentlich intensiver wirken 
miifiten als Wasser, war vorauszusehen, zumal hier geeignete 
Bindungsmittel fiir die frei werdende Bromwasserstoffsiure, 
wie es beispielsweise bei den obigen Versuchen geschah, nicht 
in Anwendung gebracht werden konnten. Indessen konnte bei 
Anwendung von Salzsaure die Reaktion so weit geregelt werden, 
daB die Reaktionsprodukte gut isoliert und einem niheren 
Studium unterzogen werden konnten. Dabei hat sich nach 
einer Reihe von Versuchen folgendes Verfahren als_ recht 
zweckmiafjig erwiesen: 

1,0 g des reinen Dibromids wird in 50 cem 90—95°/, igen 
kochenden Alkohols gelést, zur heifen Lisung 1 ccm konzen- 
trierte Salzsiure zugesetzt und das Gemisch nur 4 Minuten 
lang gekocht, wobei sich die farblos gewesene Liésung griinlich- 
gelb fairbt. Ein langeres Kochen empfiehlt sich nicht, weil 
dabei eine tiefergehende Oxydation Platz greift, als es dem 
beabsichtigten Zweck dienlich ist. Das Gemisch wird dann 
rasch abgekiihlt und in viel Wasser gegossen. Nach tiichti- 
gem Umriihren erhilt man ein hellgelbes kristallinisches Pulver, 
das gut und flott filtriert. Gut gewaschen, abgesaugt und im 
Vakuum von Feuchtigkeit vollstindig befreit, lafit sich das 
noch bromhaltige Pulver lingere Zeit aufbewahren. 

Das Pulver enthilt noch 23 —25°/, unverinderten Dibro- 
mids. Es wird zu etwa 5°/, in 90°/,igem Alkohol gelést, aus 
welchem sich der Bromkérper beim Stehen in der Kalte fast 
vollstiindig ausscheidet und abfiltriert werden kann. Das Filtrat, 
eingedampft, hinterlaBt einen gelben, teils amorphen und teils 
kristallinischen Riickstand, der zu etwa gleichen Teilen aus 
Oxycholesterin und dem oben erwahnten Kristallkérper besteht. 
Der Riickstand wurde genau so behandelt, wie die im vorher- 
gehenden Abschnitt (unter II 1 u. 2) erhaltenen Reaktionsprodukte 
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und ergab dieselben Bestandteile, d. h. Oxycholesterin und 
,Metacholesterin‘. Demnach wirken auch Mineralsaiuren in 
demselben Sinne — wenn auch stiirmischer — wie Wasser. 


IV. 
Einwirkung von Alkalien auf Cholesterindibromid. 


Viel rascher und vollstiandiger als mit Séuren vollzieht 
sich die Entbromung des Dibromids mit Alkalien. Da hier 
freie Bromwasserstoffséure tiberhaupt nicht entstehen kann, 
und der dabei entstehende Br-freie Kérper gegen Alkahen 
wesentlich widerstandsfaihiger ist als gegen Saéuren, so ver- 
lauft hier die Reaktion glatter und liefert auch ein ein- 
heitlicheres Reaktionsprodukt, als die vorhergehenden Ope- 
rationen. Kocht man daher das Dibromid nur wenige Minuten 
mit alkoholischem Kali, so scheidet sich aus der zunichst 
klaren Lésung sehr bald — neben klaren, hellgelben Oltrépf- 
chen’) — Bromkalium in bedeutender Menge ab. Verdiinnt man 
dann das Gemisch mit etwa dem gleichen Volumen Wasser 
und schiittelt es mit Ather aus, so findet man in der Unter- 
lauge fast das gesamte Brom als Bromkalium wieder, wahrend 
das gut gewaschene Atherextrakt das bromfreie Reaktions- 
produkt enthalt. Ja selbst nach einer Kochdauer von nur 
2 Minuten, wo das Gemisch noch fast vdllig klar ist, erhalt 
man einen fast bromfreien und sehr hellen Atherextraktriick- 
stand mit sehr schénen und prignanten Farb- und Spektral- 
reaktionen’), 

So ergab 1,0 g Cholesterindibromid mit 25 cem "/,-alko- 
holischer Kalilauge, nach 5 Minuten Kochdauer, Ausitherung 
und Waschung des Extraktes mit Wasser, in den vereinigten 
wisserig-spirituésen Fliissigkeiten 27,6 °/, Brom vom angewen- 
deten Dibromid (gegen 29,2 °/, des theoretischen Bromgehalts). 
Das Atherextrakt hinterlafit — nach Beseitigung des Athers — 
ein hellgelbes, dickfliissiges, stark klebriges und fadenziehendes 


1) Die Ausscheidung findet nicht statt, wenn dem Gemisch ca. 10°/, 
Benzol zugesetzt werden. Die Reaktion geht dann noch glatter und ein- 
heitlicher vonstatten. 

*) Siehe diese weiter unten S. 290, 
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Ol, das beim Erkalten zu einer hellgelblichen, glasig durch- 
sichtigen, amorphen, festen und spréden Masse erstarrt. Sie 
betrug 72,6 °/, vom Dibromid. Soweit sieht die Substanz genau 
wie Oxycholesterin aus; sie ist aber — im Gegensatz zu 
diesem — fast unléslich selbst in kochendem Methylalkohol 
und nur sehr schwer und anscheinend nicht restlos léslich in 
heifem Athylalkohol, aus dem sie sich in amorphen runden 
Kiigelchen beim Erkalten gréBtenteils wieder ausscheidet. 
Lést man wenige Milligramme des K6rpers in etwas Chloro- 
form, verdiinnt die Lisung mit dem doppelten Volumen Kis- 
essig und setzt dann 8—10 Tropfen H,SO, zu, so farbt. sich 
das Gemisch nach und nach stark blutrot. Diese Reaktion 
ist aber nicht zu verwechseln mit der unter den gleichen Be- 
dingungen ausgelésten Farbreaktion des Oxycholesterins. Denn 
wihrend bei diesem die so hervorgerufene rote Farbe beim 
Stehen, durch blau und violett, schlieflich echt griin wird und 
dabei ein den Farbenwandlungen entsprechend wandelbares Ab- 
sorptionsspektrum zunichst im Gelb (auf Linie D) und dann im 
tot (zwischen C und d) des Spektrums zeigt, ist die Reaktions- 
farbe der neuen Substanz unveranderlich blut- bis karmoisinrot 
mit einem konstanten (unverinderlichen) Absorptions- 
spektrum hauptsichlich in Griin, Blau und Violett, also in der 
jenem Oxycholesterinspektrum entgegengesetzten Hilfte des 
kontinuierlichen Spektralbandes. Und zwar besteht dieses Ab- 
sorptionsspektrum aus 1. einem breiten und tiefdunkeln, von 
etwas verschwommenen Rindern gut begrenztem Band in der 
Mitte des Griins, 2. einem schwachen, schmalen Band zwischen 
Griin und Blau, und 3. einem breiteren und etwas stiirkeren Band 
im Blau (am Violett). Im Gelb zeigt sich ein nur schwacher 
und schmaler Schatten, der anscheinend von einer kleinen Bei- 
mengung von eigentlichem Oxycholesterin herriihrt. Auf Zu- 
satz von 1 Tropfen Eisenchloridlésung andern sich — im Ge- 
gensatz zur Essigschwefelsiure-Reaktion des Oxycholesterins — 
weder die Farbe noch das Spektrum in merklicher Weise, 
sondern sie verstiirken sich nur. 

Besonders auffallend ist es, dafi die Hauptmenge der 
obigen mit Ather ausgezogenen organischen Substanz — wieder- 
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um im Gegensatz zum Oxycholesterin — keine Doppelver- 
bindung mit Digitonin gibt. Zu 1 bis 2°/, in 95°/,igem 
Alkohol gelést und mit alkoholischer Digitoninlésung in der 
Warme vermischt, fallt nach dem Erkalten und langeren Stehen 
eine nur geringe Menge Substanz aus, die aus dem Digitonid 
eines Nebenproduktes besteht, neben kleineren Mengen un- 
verinderter Substanz, die mit Ather weggewaschen werden 
kinnen. 0,62 g des obigen Atherriickstandes gaben 0,1339 g 
Digitonid, entsprechend ca. 0,0336 g = 5,4 °/, des neuen Kor- 
pers an mit Digitonin fallbarer Substanz. Engt man das 
Filtrat der Fillung stark ein, verdiinnt es stark mit Wasser 
und schiittelt das milchigtriibe Gemisch mit Ather aus, so findet 
man im Atherextrakt — nach Verjagen des Athers — die 
Hauptmenge (gegen 95 °/,) des zur Fallung verwendeten neuen 
Cholesterinderivats in der oben geschilderten unverinderten 
aber reineren Form wieder. 

Die neue Substanz gibt alle Reaktionen des Cholesterins; 
aber nicht die von mir seinerzeit bekannt gegebene , Reaktion 
auf Cholesterin durch Oxydation‘ ') desselben mit Benzoylsuper- 
oxyd; das heifit: die Substanz gibt bei dieser Oxydation kein 
Oxycholesterin. Sie ist eine ungesittigte Verbindung, denn 
sie addiert schon in Form des rohen Atherriickstandes be- 
deutende Mengen Brom. Einige damit ausgefiihrte Jodzahl- 
bestimmungen nach Hiibl ergaben Jodadditionen von 44 bis 
49 °/, der angewendeten Substanzmengen. Oxycholesterin (oder 
ein etwaiges hier vermutetes Isooxycholesterin) wiirde, wie 
oben (unter II S. 282) angegeben, 65,18 °/, Jod addieren. 

Indes handelt es sich hier ja um eine nur 5 Minuten 
lange EKinwirkung von alkoholischem Kali auf das Dibromid, 
wo im Reaktionsprodukt noch etwa 2 °/, Brom verblieben sind. 
Aber auch dieser Bromrest laifit sich durch eine langere Koch- 
dauer des Reaktionsgemisches aus dem Kérper entfernen. So er- 
gaben einige Versuche bei einer Kochdauer von 20 bis 30 Minuten 
in den ausgeitherten Unterlaugen 28,9 °/, Brom vom ange- 
wandten Dibromid (Theorie: 29,2 °/, Peale Ein noch langeres 





1) Berichte Bd. 41, S, 252 (1908). 
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Kochen scheint das Produkt in merklichem Grade nicht zu 
verindern, erhéht aber das Jodadditionsvermégen ganz bhe- 
deutend. So gab ein Reaktionsprodukt nach zweistiindigem 
Kochen des Dibromids mit alkoholischem Kali eine Jodzahl 
von 59,8 °/,, was wahrscheinlich auch schon nach einstiindigem 
Kochen der Fall ist. Ein zweiter Versuch ergab die Jodzahl 
61,76 °/, Jod. Eine andere mit Digitonin, wie oben angegeben, 
gereinigte Substanz ergab die Jodzahl 64,2, also eine der 
Theorie fiir C,,H,,0,J, noch naher kommende Zahl. 

_ Kocht man dagegen das Dibromid mit verdiinnter wifriger 
Kalilauge, bis es sich zu gelben Kliimpchen zusammenballt, was 
wesentlich rascher geschieht, als mit reinem Wasser, so ent- 
halt der Kérper neben unverindertem Dibromid bedeutende 
Mengen des eigentlichen Oxycholesterins mit allen seinen 
charakteristischen Farb- und Spektralreaktionen. 

Die Untersuchungen iiber die Natur des durch die Ein- 
wirkung von alkoholischem Kali auf das Cholesterindibromid 
entstandenen bromfreien Reaktionsproduktes, das, wie ersicht- 
lich, mit keinem der oben erérterten Produkte identisch ist, 
sind noch nicht abgeschlossen und kénnen daher zurzeit nicht 
erschépfend erértert werden. Aus den obigen Eigenschaften 
des Kérpers lassen sich jedoch jetzt schon einige Schliisse 
ziehen, die zur Aufklirung seiner chemischen Natur beitragen 
diirften. 

Es unterliegt zunichst keinem Zweifel, dafi die EKinwir- 
kung des Alkalis auf das Dibromid sich an den beiden unge- 
sittigt gewesenen, mit Brom aber gesiattigten C-Atomen ab- 
spielt, an denen die zwei Br-Atome hiangen. Fest steht 
sodann nach den obigen Darlegungen, dafi Wasser, wifiriges 
Alkali und verdiinnte Saéuren das Brom entfernen unter Bil- 
dung eines bromfreien, bereits bekannten ungesattigten Hydro- 
xylderivates des Cholesterins, (des Oxycholesterins C,,H,,0,). 
Aufier Zweifel steht ferner, dafi die in Rede stehende Ein- 
wirkung von alkoholischem Kali auf den Bromkérper 
einen in allen seinen Eigenschaften vom bekannten Oxychol- 
esterin voéllig abweichenden, aber gleichfalls ungesiattigten 
und Br-freien Kérper entstehen lafit, dessen Jodadditions- 
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vermégen dem des Oxycholesterins gleichkommt. Den Eigen- 
schaften des neuen Kérpers sowie dem Wesen der Reaktion nach, 
bei der er entsteht, ist es auch wohl kaum zu bezweifeln, 
da auch hier ein Hydroxylderivat des Cholesterins vorliegt. 
Da es aber mit dem bekannten Oxycholesterin, wie gesagt, 
nicht identisch ist, so bleibt fiir die neue OH-Gruppe nur die 
Stelle an demjenigen der zwei ungesittigten C-Atome des 
Molekiils, das im eigentlichen Oxycholesterin-Molekiil sauer- 
stoffrei zu bleiben pflegt. 

Die alkoholische Natur dieser neuen OH-Gruppe des neuen 
Cholesterinderivates, das mit dem Namen ,[sooxycholesterin‘ 
zu bezeichnen wire, soll demnichst durch Herstellung seiner 
Ester usw. ermittelt werden. Aufzukliren bleibt auch die 
Nichtfallbarkeit des Kérpers mit Digitonin. Bekanntlich pflegt 
diese negative EKigenschaft nur den Cholesterinestern zu- 
zukommen. Ist hier das Entstehen eines Oxycholesterinesters 
ausgeschlossen, so wiire doch hier die Bildung eines Oxychol- 
esterinathylithers nicht unméglich, der analogerweise sich 
zu -Digitonin ebenso verhielte wie die Ester. Auch das eigen- 
tiimliche Verhalten zu Methyl- und Athylalkohol als Lésungs- 
mitteln wiirde dafiir sprechen. 

Dafi die obige Auffassung von der Stellung der neuen 
dritten OH-Gruppe im Cholesterinmolekiil zutreffend ist, folgt 
aus dem oben geschilderten Absorptionsspektrum des neuen 
K6rpers in Verbindung mit den weiter unten niedergelegten 
Beobachtungen. 

¥. 
Herstellung des Oxycholesterinbromids. 


Wie oben (S. 282) dargetan, vermag das Oxycholesterin 
zwei Atome Brom zu addieren. Die daraus resultierende Ver- 
bindung ist aber so empfindlich, daf} ihre Isolierung zunichst 
erhebliche Schwierigkeiten bereitete. Eine Reihe von Ver- 
suchen fiihrte indes zu folgenden noch recht handlichen Ver- 
fahren: 

Zu einer itherischen Liésung von reinem Oxycholesterin 
wird eine frisch bereitete atherische Bromlésung so lange 
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zugesetzt, bis das Gemisch sich nicht mehr entfarbt, sondern 
rétlichgelb bleibt, d.h. eben noch etwas iiberschiissiges Brom 
enthilt. Es wird sofort tiber Wasser gegossen und die oben 
schwimmende dtherische Lisung am Gebliise rasch abgeblasen. 
Ist so der Ather beseitigt, so sinkt das Bromid in orange- 
roten Tropfen zu Boden, wobei es teilweise an den Gefif- 
wandungen haften bleibt. Das gelbe Wasser wird abgegossen, 
oder nétigenfalls filtriert, und das im Becherglase verbliebene 
Bromid mit Wasser gut ausgeknetet und abgespiilt, wobei es 
immer fester und starrer wird. Man lafit das Wasser mig- 
lichst vollstandig abtropfen und gibt die auf dem Filter 
etwa noch verbliebene Substanz zur Hauptmenge in das Becher- 
glas. Hier wird die Gesamtsubstanz in wenig kochendem 
absolutem Alkohol gelést, abgekiihlt, und die nunmehr vom 
iiberschiissigen Brom durch den Alkohol befreite (entfirbte) 
Lésung in kaltes Wasser eingetragen. Nach tiichtigem Durch- 
-rihren, unter Zusatz von etwas verdiinnter Salzsiure, scheidet 
sich die Substanz in weifjen Flocken ab, die leicht und rasch 
filtrieren und sich gut auswaschen lassen. Sie trocknet dann 
— mit dem Filter auf poréses Porzellan gebracht — zu einem 
blafigelben Pulver ein. Die Substanz muf} in wasserfreiem, 
vor Licht geschiitzem Raum aufbewahrt werden. 

Das so erhaltene Oxycholesterinbromid gibt nicht die 
‘Essigschwefelsiurereaktion des Oxycholesterins. Mit EHisessig 
gekocht, gibt es nicht die oben beim Cholesterindibromid ge- 
schilderte Farb- und Spektralreaktionen und gibt auch keine 
Doppelverbindung mit Digitonin. Zu alkoholischem Kali ver- 
halt es sich wie das Cholesterinbromid und liefert dabei wie 
dieses einen amorphen, harzartigen, fast bromfreien Kérper. Er 
ist eine ungesattigte Verbindung, denn die durch Verseifung des 
Bromids und Ausitherung desselben gewonnene Substanz gab 
schon in diesem Zustande eine Jodzahl von 57,6 (Theor.: C,,H,,0; 
fordert fiir zwei Jodatome 60,7 °/, Jod). Lést man eine kleine 
Menge davon in etwas Chloroform, vermischt die Liésung mit 
etwa dem doppelten Volumen Hisessig, und setzt 8 bis 10 
Tropfen H,SO, hinzu, so farbt sich das Gemisch blut- bis 
karmoisinrot und liefert dabei ein sehr charakteristisches fiinf- 
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binderiges Absorptionsspektrum. Zwei von diesen Ab- 
sorptionen (im Gelb und im Rot) gehéren dem Spektrum des 
eigentlichen Oxycholesterins an, wahrend die iibrigen drei 
Bander das oben geschilderte Absorptionsspektrum des neuen 
Cholesterinderivats, des ,Isooxycholesterins‘*, ausmachen. Nach 
Zusatz eines Tropfens Eisenchloridlésung verschwindet — wie 
beim Oxycholesterin — die Absorption im Gelb unter Ver- 
stiirkung der Absorption im Rot. Es mufite also demnach 
hier, da das eine der zwei ungesittigten C-Atome von vorn- 
herein mit dem Oxycholesterinsauerstoff bereits besetzt war, 
in das Oxycholesterindibromid, unter Eliminierung des Broms, 
ein zweites O-Atom an der zweiten Bromstellung eingetreten 
scin, unter Bildung eines Dioxycholesterins, das die beiden 
genannten Absorptionsspektra, des Oxy- und des Isooxychole- 
sterins, in Erscheinung treten lafit. 


C,, H,,(OH), Br, + 2 KOH = C,,H,,(OH), -+ 2 KBr + H, 0.’ 
Hieraus ergibt sich die Richtigkeit der am Schlusse des vorher- 
gehenden Abschnittes dargelegten Auffassung von der OH- 


Stellung in dem aus dem Cholesterindibromid mit alkoholischem 
Kali erhaltenen neuen Kérper. 


Hamburg, im April 1919. 








Studien tiber die Synthese von Polypeptiden, an deren 
Aufbau Cystin beteiligt ist. 


Von 


E. Abderhalden und Hans Spinner. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Juni 1919.) 








Zum Studium der Eigenschaften von Polypeptiden, an 
deren Aufbau Cystin beteiligt ist, haben wir die friihere Arbeit 
von dem einen von uns (Abderhalden) und Wybert?) wieder 
aufgenommen. Es bestand die Absicht, méglichst hochmolekulare 
Polypeptide darzustellen. Leider erreichten wir das gesteckte 
Ziel nur unvollkommen. Die Reinigung der dargestellten Poly- 
peptide wurde, je héher das Molekulargewicht anstieg, immer 
schwieriger. Die Neigung zu kristallisieren nahm ab. Mit 
nicht ganz sicher einheitlichen Produkten konnte schon des- 
halb nicht gearbeitet werden, weil bei der Synthese mit cystin- 
haltigen Polypeptiden immer mit der Méglichkeit gerechnet 
werden mufi, daf} bei der Kuppelung mit Halogenazylen nicht 
zwei, sondern auch nur ein Molekiil davon in das Polypeptid- 
molekiil eintritt. Verschiedene Beobachtungen deuten darauf 
hin, daB der letztere Fall bei schon héher molekularen Pro- 
dukten in der Tat eintritt. Wir hatten das Cystin als Bau- 
stein gewihlt, um ein schwefelhaltiges, héher molekulares 
Polypeptid zu erhalten, vor allem aber auch deshalb, weil 
ziemlich rasch hochmolekulare Produkte zu erwarten waren, 





1) Emil Abderhalden und Ernst Wybert, Ber. d. D. chem. Ges. 
Bd. 49, S. 2449 (1916). 
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weil vorausgesetzt werden durfte, dafi immer zwei Amino- 
siuremolekiile auf einmal eingefiihrt werden konnten. Wenn 
wir die wichtigsten Befunde, obwohl unser Plan nicht voll 
zur Ausfiihrung kam, schon mitteilen, dann geschieht dies, 
weil der eine von uns (Spinner) Halle verlift. Die ge- 
machten Beobachtungen werden bei erneuten Bemiihungen 
auf diesem Gebiete doch von Wert sein. Die Versuche 
sollen spaiter wieder aufgenommen und erginzt werden. Von 
den gewonnenen Resultaten sei hervorgehoben die Beob- 
achtung, daf} Dichloracetyl-cystin schwache Mutarotation zeigt. 
Ferner haben wir beobachtet, daf} bei der Einwirkung von 
Alkohol und wisserig-alkoholischemAmmoniak auf Dichloracetyl- 
eystin das sich abscheidende Diammoniumsalz sich allméhlich 
in eine amorphe Masse verwandelt. Sie quillt im Wasser zu 
einer voluminésen Masse auf. Die Substanz ist chlorfrei. Uber 
ihre Zusammensetzung sind wir uns noch nicht im klaren, da 
die Substanz keine stimmenden Analysenzahlen ergab. Sie 
laBt sich infolge ihrer Schwerléslichkeit schwer reinigen. 


Darstellung von Dichloracetyl-l-cystin. 

44,51) g Cystin werden in einer Glasflasche mit einge- 
schliffenem Stopfen von mindestens 11/, Liter Inhalt in 375 ecm 
n/,-Natronlauge gelést und durch Einstellen in Kiswasser auf 
5° abgekiihlt. Nun gibt man abwechslungsweise in etwa 
10 Portionen 50 g Chloracetylchlorid und ca. 550 ccm Normal- 
natronlauge zu, indem man nach jeder Zugabe von Chloracetyl- 
chlorid heftig schiittelt. Das Ol verschwindet fast augenblicklich 
unter leichter Temperaturerhéhung; vor jeder neuen Zugabe 
wird wieder auf 5—6° abgekiihlt. Dauer des Eintragens 
ca. 11/, Stunden; die Reaktion der Fliissigkeit soll zum Schluf 
ganz schwach alkalisch sein. Man lat eine Stunde stehen 
und siuert hierauf mit 125 cem 5 n-Salzsadure an, wobei die 
gelbe Fiarbung fast véllig verschwindet und gelblich-weibe 
Flocken ausgefiallt werden, welche sich beim Schiitteln zu 





") Die angegebenen Mengenverhiltnisse wurden gewahlt, um das 
lastige Abwiegen des Chloracetylchlorids zu vermeiden, welches in Kin- 
schmelzflaschen zu 50 g bezogen wurde (von Kahlbaum). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVI. 21 
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einem braungelben Harz zusammenballen. Man filtriert zweck- 
mafiig davon ab und extrahiert dann die saure Lisung 5 mal 
mit im ganzen 1—1'/, Liter Essigiither. Die vereinigten Aus- 
ziige werden mit Natriumsulfat getrocknet und der Essigiither 
auf dem Wasserbad abdestilliert, bis das Volumen der konzen- 
trierten Lisung etwa 140 ccm betrigt; man giefit in eine 
Kristallisierschale und spilt mit etwas Essigester nach. Bald 
beginnt sich das Dichloracetylcystin in flimmernden Blittchen 
abzuscheiden; man lat iiber Nacht unbedeckt stehen und 
nutscht dann die kristallisierte Masse ab. Nach dem Trocknen 
im Vakuumexsikkator iiber H,SO, erhilt man eine Ausbeute 
von 55 g oder 75°/, der Theorie. 

Das Dichloracetyl-cystin bildet nach mehrmaligem Um- 
kristallisieren aus Essigither schéne fiicherférmige Prismen- 
biischel vom F. P. 1837—1389°. Aus Wasser kristallisiert es 
in seidenihnlichen Kugeln von langen Nadeln, die ein Molekiil 
Kristallwasser enthalten und bei 96—98° schmelzen. 

Dichloracetyl-cystin zeigt schwache Mutarotation in der 
Weise, dali der Drehungswinkel nach erfolgter Auflésung der 
Substanz in Alkohol allmahlich ansteigt, beim Schiitteln der 
Polarisationsréhre aber wieder zuriickgeht, um von neuem 
wieder anzusteigen, bis ein Gleichgewichtszustand erreicht ist. 


1. 0,4001 g Dichloracetyl-cystin (F. P. 187—139°) wurden 
im MeBkolben von 10 cem in Alkohol gelést. «*%}’ sofort nach 
Lésung: — 4,92°, nach 1°/, Stunden: —5,15°, nach 2!/, Stun- 


den: —5,22° im 1 dm-Rohr; also 
[uJ po = (— 122,97" bis) — 130,47°. 


2. 0,4000 g Dichloracetyl-cystin (F. P. 187—139°) zu 10 ccm 


in Alkohol gelést. «*}’ im 2 dm-Rohr: —9,77°, nach 20 Mi- 
nuten: — 10,22°; beim Schiitteln sinkt ap wieder auf — 9,86° 


und steigt dann wieder iiber Nacht auf — 10,49°; also 


[a] = (— 122,1° bis) — 131,1° 


Auch das aus dem Wasser kristallisierte, 1 Molekiil Kristall- 
wasser haltige Dichloracetyl-cystm zeigt diese Erscheinung der 
Mutarotation. 
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(,4003 g Dichloracetyl-cystin - H,O (F. P.96—98 °) zu10cem 
in Alkohol gelést. 92) im 2 dm-Rohr: sofort nach Lésung: 
— 9,58°, nach 10 Minuten: — 9,85°, nach 20 Minuten: — 9,93°; 
beim Schiitteln sinkt %p wieder auf —9,64° und steigt dann 


tiber Nacht wieder auf — 10,07°; also 


[u]3, = (—119,7° bis) — 125,8°. 


Darstellung von Diglycyl-l-cystin. 


20 g mehrfach aus Essigester umkristallisiertes Dichlor- 
acetyleystin werden mit 100 ccm bei 0° gesiittigtem, wasserigem 
Ammoniak iibergossen. Unter schwacher Erwirmung entsteht 
eine kaum gefirbte Lésung. Nach 4—5tigigem Stehenlassen 
bei Zimmertemperatur in einer verschlossenen Flasche ist die 
Amidierung beendet. Man verdampft nun die inzwischen hell- 
gelb gewordene Liésung im Vakuum bei 35° Wasserbadtempe- 
ratur zur Sirupkonsistenz, list den Riickstand in 100 ccm 
Wasser und schiittelt zur Beseitigung des Ammoniumchlorids 
mit etwas mehr als der berechneten Menge fein gepulvertem 
Silbersulfat. Man nutscht ab und siattigt das Filtrat mit 
Schwefelwasserstoff. Vom Silbersulfid wird abfiltriert und der 
Schwefelwasserstoff durch Luftdurchleiten entfernt. Die Schwe- 
felsiure wird durch Bariumhydroxyd und der Uberschu8 an 
Baryt durch quantitatives Ausfillen mit verdiinnter Schwefel- 
siure entfernt. Das farblose Filtrat wird bei 35° Wasserbad- 
temperatur im Vakuum zum Sirup verdunstet. Bei dessen 
Versetzen mit ca. 400 cem absolutem Alkohol wird das Diglycyl- 
cystin zuniichst als ziihes Ol abgeschieden, das beim Durch- 
kneten bald fest wird und in ein weifies Pulver zerfallt. Man 
dekantiert den Alkohol und verreibt nochmals mit 150 ccm 
frischem absolutem Alkohol. Nach einigen Stunden wird ab- 
genutscht und im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiiure ge- 
trocknet. Die Ausbeute betriigt 17,5 g oder 97,2°/, der Theorie. 


Optisches Verhalten in Wasser: 


0.3999 g werden im Mebkolben von 10 cem in Wasser 
gelést und zur Marke aufgefiillt. 
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ai,” = — 4,66° im 1 dm-Rohr. 
[a], = —116,54°. 
Andere Priaparate drehten [o]p — 112,4°, — 111,4°, 
— 114,3°. | 
Das Diglycylcystin hat keinen Schmelzpunkt; von ca. 150° 
an findet Gasentwicklung statt, gegen 200° tritt Braunung und 
Zersetzung ein. 


Darstellung von 
Di-a-Brom-d-isocapronyl-diglycyl-l-cystin. 


17,7 g Diglycyleystin (= 1/,, Mol.) werden in 100 cem 
n-Natronlauge (= */,, Mol.) gelést, auf 5° gekiihlt und ab- 
wechselnd mit 27 g «-Brom-d-isocapronyl-chlorid (= *:°/,, Mol.) 
und 155 ccm n-Natronlauge (= ca. °/,, Mol.) versetzt, indem 
nach jeder Zugabe heftig geschiittelt und wieder durch Ein- 
stellen in EHiswasser gekiihlt wird, so dafi die Temperatur 
immer zwischen 7—12° bleibt. Nach etwa °/, Stunden ist das 
Kintragen beendet; die Reaktion soll sehr schwach alkalisch 
sein. Man lafit 3 Stunden bei 0° stehen und filtriert die etwas 
triibe Fliissigkeit, indem man erst mit etwas Kieselguhr schiittelt, 
um sie leichter filtrierbar zu machen. Das Filtrat wird mit 
25 ccm 5 n-HCl angesduert, worauf eine hellgelbe zihe Masse 
ausfallt, von der nach kurzem Durchkneten die wisserige Fliissig- 
keit abgegossen wird. Man knetet hierauf mit Wasser durch, 
giefjt dieses méglichst vollstiindig ab, knetet hierauf zweimal 
mit trockenem Ather durch, wobei die Masse diinnfliissig wird, 
und dekantiert wieder méglichst vollstiindig. Hierauf wird die 
Masse noch dreimal mit Petrolaither durchgearbeitet, wobei sie 
wieder zihe wird. Man stellt in einem Exsikkator iiber 
Schwefelsiure und evakuiert. Nach vélligem Verdunsten des 
Lésungsmittels wird die Masse fest, porés und spréde, so dafi 
sie leicht in ein gelblichweifes Pulver zerfallt. 

Die Ausbeute betrigt 28 g = 79,1°/, der Theorie. 


Optisches Verhalten in Alkohol. 
0,2508 g Di-«-Brom-d-isocapronyl-diglycyl-cystin werden 
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im Mefikolben von 10 cem in absolutem Alkohol gelést und 
zur Marke aufgefiillt. 


ai’ = — 0,29° im 1 dm-Robr. 
[a)'2” — — 11,56 
Andere Priparate drehten |a|]p = — 15,3°, —18,2°, 
— 837°. 
(Abderhalden und Wy bert, Berichte 49, 2459: [a] = — 91,76°.) 


Da das «-Brom-d-isocapronyl-chlorid entgegengesetzt dreht, 
wie Diglycyl-l-cystin, ist die Drehung von Dibromisocapronyl- 
diglycyl-cystin um so geringer, je optisch reiner das verwen- 
dete Bromisocapronyl-chlorid und je vollstandiger die Umsetzung 
ist; bei der Amidierung muf} dann infolge der Waldenschen 
Umkehrung die Drehung des entstandenen Di-l-leucyl-diglycyl- 
cystins um so héher werden. 


Darstellung von Di-l-leucyl-diglycyl-l-cystin. 


25 g Di-«-Brom-d-isocapronyl-diglycyl-cystin werden in 
125 ccm bei 0° gesittigtem wiasserigem Ammoniak gelést und 
die Lisung 6 Tage bei Zimmertemperatur sich selbst iiber- 
lassen. Da die Fliissigkeit beim Eindampfen im Vakuum sehr 
stark schiiumt, laf jt man sie in einen geriumigen Destillier- 
kolben tropfen, der in einem Wasserbad von 30° steht. Von 
Zeit zu Zeit wird die bereits stark konzentrierte Lisung in 
eine flache Kristallisierschale von 500 ccm Inhalt ausgegossen; 
nachdem alles aus dem Tropftrichter zugeflossen ist, wird die 
letzte Portion in die Schale gegossen, der Kolben mit még- 
lichst wenig Wasser ausgespiilt und die Lésung durch Uber- 
streichen von warmer Luft im Faust-Heimschen Apparat 
bis zur Zahfliissigkeit konzentriert. Man versetzt nun mit 
400 ccm absolutem Alkohol; dabei wird die anfangs zihe Masse 
bald fest. Man nutscht nach einigem Stehen ab, lést noch- 
mals in méglichst wenig Wasser und gieBt die klare Lésung 
unter Riihren in diinnem Strahl in ca. 600 cem absolutem 
Alkohol. Das Di-l-leucyl-diglycyl-cystin fallt sofort in fester’ 
Form aus. Nach Stehenlassen iiber Nacht wird abgenutscht, 
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mit Alkohol nachgespiilt und im Vakuum iiber Schwefelsiure 
getrocknet. Die Ausbeute betriigt 15,7 g oder 76,6°/, der 
Theorie. 

Optisches Verhalten in Wasser: 


0,2494 g werden im Mefikolben von 10 ccm in Wasser 
gelist und zur Marke aufgefiillt. 


- = — 2,02° im 1 dm-Rohr. 

[a]'3° — — 80,99°. 
Andere Priiparate drehten [#|p = —79.5° und —78,6”. 
(Abderhalden und Wybert, Berichte 49, 2460: [¢]p — — 65,33° 


bis — 73,89°.) 

Das Dileucyl-diglycyl-l-cystin hat keinen Schmelzpunkt. 
Bei ca. 185° zeigt es beginnende Gasentwicklung, gegen 195° 
firbt es sich gelb, gegen 220° braun. 


Darstellung von 
Dichloracetyl-di-l-leucyl-diglycyl-l-cystin. 


4,5 g Di-l-leucyl-diglycyl-cystin werden in 16 cem n-Natron- 
lauge gelést und mit Eiswasser gekiihlt. Dann fiigt man in 
5 Portionen abwechselnd 2,2 g (= 1,5 cem) Chloracetylchlorid 
und 44 ccm n-Natronlauge zu, indem man jedesmal schiittelt, 
bis der entstandene Niederschlag verschwunden ist. Die Re- 
aktion ist am SchluB schwach alkalisch. Man fiigt nun etwas 
Tierkohle hinzu und schiittelt auf der Schiittelmaschine wih- 
rend 5 Stunden, filtriert von der Tierkohle ab und spiilt mit 
etwas Wasser nach. Das Filtrat wird mit 7 ccm 5 n-Salz- 
siure angesduert, wobei eine hellgelbe zaihe Masse ausfillt. 
Man knetet zweimal mit Wasser, dreimal mit Ather und drei- 
mal mit Petrolither durch, indem man jedesmal die Fliissig- 
keit méglichst vollstandig abgieBt; bringt schlieBlich die Masse 
in die Form einer diinnen Scheibe, stellt in einen Exsikkator 
iiber Schwefelsiure und evakuiert. Nach Verdunsten des 
Petrolithers erhilt man das Dichloracetyl-di-l-leucyl-diglycyl- 
cystin in Form einer festen, spréden, schaumigen Masse, die 
leicht in ein hellgelbes Pulver zerfallt. 
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Die Substanz wurde direkt zur Stickstoffbestimmung nach 


Kjeldahl verwendet: 

i 0,04743 g¢ Substanz brauchten 37,86 ccm */,.) n-H,SO, 
he C,,H,,0,.N.S.Cl, (M. G. == 733,46): ber.: 11,469/, N. 
; gef.: 11,18°/, N. 





Optisches Verhalten in Alkohol. 


0,2007 g Substanz, im 10 cem-Mefkolben in Alkohol ge- 
list und zur Marke aufgefiillt, ergeben: 





%1~-— 0,86° im 1 dm-Robr, 
[ap —=- 42,85°, 
: : Zwei andere Priiparate zeigten [a|p=—352,8° and 


-~- 33,5°. 
: Darstellung von 
: : Diglycyl-di-l-leucyl-diglycyl-l-cystin. 

2.25 g Dichloracety]-di-l-leucyl-diglycyl-l-cystin werden 
in 12 ccm konzentriertem wisserigem Ammoniak gelést und 
9 Tage stehen gelassen. Man fiigt etwas Tierkohle zu, 
schiittelt einige Zeit und filtriert. Das Filtrat wird im Va- 
kuum bei 30—35° Wasserbadtemperatur zum Sirup verdunstet. 
Der Riickstand wird in 3 ccm Wasser gelést und mit 170 ccm 
absolutem Alkohol gefallt. Am nichsten Tage wird abge- 
nutscht, noch einmal in 3 ccm Wasser gelést und wieder mit 
170 cem Alkohol gefallt. Man erhalt 1,2 g schwachgelb ge- 


fiirbtes Pulver. 





al 


Optisches Verhalten in Wasser. 


0,2519 g werden im 10 ccm-Mefikolben in Wasser gelist 
und zur Marke aufgefiillt. Die Ablesung ist infolge der gelben 
Fiirbung der Lésung nur bei Auerlicht méglich. 


420° — — 206° im 1 dm-Rohr, 
[~] 20° — — 81,78° 





Darstellung von 
Dibrom-d-isocapronyl-diglycyl-di-l-leucyl- 
diglycyl-l-cystin. 
1,2 g Diglycyl-di-l-leucyl-diglycyl-l-cystin werden 3 ccm 
n-Natronlauge gelést, mit Eis gekiihlt und abwechselnd mit 
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0,73 g a-Brom-d-isocapronylchlorid und ca. 5 cem n-Natrcn- 
lauge versetzt und geschiittelt; zum Schluf} ist die Reaktion 
schwach alkalisch. Man filtriert von etwas Verunreinigung 
ab und fiigt zum Filtrat vorsichtig 5 n-Salzsiiure bis zur 
sauren Reaktion auf Kongopapier. Es fallt eine zihe Masse 
aus, von der die Fliissigkeit abgegossen wird und die noch 
zweimal mit Wasser, zweimal mit Ather und schlieflich mit 
Petrolither durchgeknetet, wird. Der Petrolither wird im 
Vakuum-Exsikkator iiber Schwefelsiure verjagt, wobei ein 
gelber, spréder Schaum zuriickbleibt, der beim Reiben zu 
einem gelblichen Pulver zerfallt. 

Die Bestimmung der Drehung war nicht méglich, da das 
Gesichtsfeld im Polarisationsapparat zu dunkel war. 


Einwirkung von alkoholischem und wisserig- 
alkoholischem Ammoniak auf Dichloracety|l- 
cystin. 

Lift man alkoholisches Ammoniak auf Dichloracetyl- 
cystin einwirken, dann scheidet sich sofort das in Alkohol 
unlésliche Diammoniumsalz von _ Dichloracetyleystin aus, 
welches trotz Uberschu8 von Ammoniak wochenlang unver- 
iindert bleibt, also sein Halogen nicht gegen eine Aminogruppe 
austauscht. 

Wird aber Dichloracetylcystin mit alkoholisch-wisserigem 
Ammoniak behandelt, dann wandelt sich bei bestimmten Kon- 
zentrationsverhiiltnissen das zuerst sich abscheidende Diammo- 
niumsalz von Dichloracetyleystin ganz allmahlich in eine 
amorphe Masse um, welche mit Wasser zu einer voluminiésen 
Gelatine aufquillt, welche in mehr Wasser, verdiinnter Natron- 
lauge und verdiinnter Salzsiure nicht oder nur sehr schwer 
léslich ist. Die Substanz ist chlorfrei; ihre Analyse ergab 
keine iibereinstimmenden Zahlen. Eine Reinigung durch Um- 
kristallisieren oder Umfallen ist infolge ihrer Unléslichkeit in 
allen Solventien unméglich. . 

Unter anderen Konzentrationsverhiltnissen bei der Ein- 
wirkung von alkoholisch-wisserigem Ammoniak auf Dichlor- 
acetyleystin (mehr Wasser) wandelt sich das erst sich ab- 





iy Sa ee a sR i ei eal ls 


4 
4 











Studien tiber die Synthese von Polypeptiden usw. 305 


scheidende Diammoniumsalz im Laufe einiger Tage in ein 
ziihes Ol um, welches beim Durchkneten mit absolutem Al- 
kohol ein Pulver liefert von den Eigenschaften des Diglycyl- 
cystins. Zum Unterschied von nach dem iiblichen Verfahren 
dargestellten Diglycyl-cystin zeigt es aber eine viel héhere 
Drehung: [a]p = —178,5° statt —116,5°. 


Einwirkung von alkoholischem Ammoniak auf 
Dichloracetyl-l-cystin. 


20 g Dichloracetyleystin werden mit 25 ccm absolutem 
Alkohol angeriihrt und mit 100 cem bei 0° gesattigtem alko- 
holischem Ammoniak versetzt. Sofort entsteht eine dicke 
kristallinische weifie Fallung; man nutscht nach einigem 
Stehen ab, wischt mit absolutem Alkohol nach und trocknet 
bei 40°. Das Gewicht des erhaltenen Produktes betrigt 
37,7 g. Man kristallisiert dasselbe zweimal durch Lésen in 
*/, seines Gewichtes warmem Wasser, Versetzen mit der 
10fachen Menge absolutem Alkohol und 24stiindigem Stehen- 
lassen bei 0° um. Man erhialt so harte kristallinische Krusten, 
die von 110° an sintern und bei 120—123° Gas entwickeln. 

1. 0,38571 g werden mit verdiinnter Natronlauge im 
Kjeldahl-Kélbchen erwirmt und das entweichende Ammoniak 
in 26 ccm 1/,, n-H,SO, absorbiert. Zuriicktitriert mit 9,35 cem 
‘/,,n-Natronlauge. Gefunden 0,02351 g N. 

2. 0,4762 g werden in gleicher Weise wie oben behan- 
delt. Vorgelegt 29,95 cem '/,,n-H,SO,, zuriicktitriert mit 
7.05 cem 3/,,n-NaOH. Gefunden 0,03206 ¢ N. 

gef: I. 6,52°/, Ammoniakstickstoff, 
II. 6,73 °/, is 


ber. fiir das Diammoniumsalz von Dichloracetyl-l-cystin 
©, ,H.,0;S.N,Cl, (M. G. = 427): 6,56°/, Ammoniakstickstoff. 


Die wiisserige Lésung der Substanz gibt mit Silbernitrat 
eine weifie Fallung, die sich aber in einigen Tropfen ver- 
diinnter Salpetersiiure klar list. Beim Kochen dieser Liésung 
tritt nach einiger Zeit Opaleszenz, spiter ein Niederschlag 
von Chlorsilber auf. 
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Kinwirkung von alkoholisch-wiasserigem f 
Ammoniak auf Dichloracetyl-l-cystin. | 


1. Versuch: 1 g Dichloracetylecystin wird mit 1 ccm 
wasserigem Ammoniak angeriihrt und mit 5 ccm alkoholischem 
Ammoniak versetzt. Nach ca. 3 Minuten beginnt langsam 
Kristallisation von Nidelchen in Form von Rosetten, die aus 
dem Diammoniumsalz von Dichloracetylcystin bestehen. Nach 
einmonatigem Stehen unter Verschluf fiihlen sich die Rosetten a 
elastisch an. Man versetzt mit Wasser und digeriert; dabei 
quellen die Nadeln auf unter Bildung eines gelatinésen Breies. 
Auch auf Zusatz von viel Wasser tritt keine Liésung ein. 4 
Man nutscht ab und wascht mit destilliertem Wasser aus, My 
bis das Filtrat mit Silberlésung keine Opaleszenz mehr gibt. 
Man saugt noch etwa 7/, Stunde Luft durch die Nutsche und 
trocknet hierauf die voluminise Gallerte im Vakuumexsikkator 
iiber Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz. Dabei ver- 
mindert sich das Gewicht von 6,2082 g auf 0,7780 g; die 
Substanz vermag also etwa 700°/, Wasser zu binden. Das so 
getrocknete Pulver quillt auf Zusatz von Wasser wieder 
stark auf. Bei tagelangem Stehen mit Wasser scheint es 
sich allmihlich zu lésen. 

Die Analyse der bis zur Gewichtskonstanz getrockneten 
Substanz ergab keine brauchbaren Zahlen: 

I. 0,1575 g Substanz ergaben 0,1812 g CO, und 0,0821 g H,O (Wetzel) 





IT. 0,1802 g ‘ 24,9 ccm N bei 18° und 763 mm : 
ITI, 0,1642 g . , 0,1989 g CO, und 0,3851 g H,O : 
Hin anderes Priparat: 
iV.01455¢ , ,  0,1629¢ CO, , 0,0729 g H,O e 
Berechnet fiir: 

Diglycylcystin (C,,H,,0,N,S,: M. G. = 354): Ber.: C = 33,90°/,, 

H-606%,,. N= 36,08",. 

. +-H,O (M. G. = 372): Ber.: C = 82,26°,,, 

H =—5,389/,, N==15,05%,, 

: — H,0 (M. G. = 336): Ber.: C = 35,71° ,, 





H=4,76%,,. N= 1667". 
Gef.: I.: C==81,38%,, H=5,839,.N= — 
Ii: _ 
Lid. 32,21 5, 
4 30,55 5,60 = 


_ 16,23 











—- a = We — = _ 
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2. Versuch: 5 g Dichloracetyl-l-cystin werden in einem 
zylindrischen Priaparatenglas mit 5 ccm bei 0° gesittigtem 
wiisserigem Ammoniak versetzt, wobei das Pulver sich in eine 
harte Masse verwandelt; hierauf fiigt man noch 25 cem alko- 
holisches Ammoniak zu. Bevor sich alles gelést hat, beginnt 
die Kristallisation des Diammoniumsalzes von Dichloracetyl- 
l-cystin in Form eines weifen Mehles. Nach 10 Tagen er- 
scheint das Ganze noch unverindert; eine Probe ist noch 
vollkommen wasserlislich. Man fiigt noch 2 cem bei 0° ge- 
sittigtes wisseriges Ammoniak zu und mischt gut durch. 
Nach 6 weiteren Tagen ist die ausgeschiedene Substanz in 
eine sich weich anfiihlende Masse verwandelt; eine Probe gibt 
mit wenig Wasser eine Gallerte, mit mehr Wasser Lisung. 
Nach 3 weiteren lagen wird die weilie kisige Masse mit 
25 eem H,O versetzt; sie quillt auf und bildet einen gleich- 
miaBigen, kérnigen Kleister, der dieselben Eigenschaften zeigt, 
wie das nach dem 1. Versuch erhaltene Priparat. — Lafit 
man das Ganze noch 2 Tage stehen, dann geht der grilte 
Teil wieder in Lésung. 

3. Versuch. 5 g Dichloracetyl-l-cystin werden in einem 
zylindrischen Priparatenglas in 10 ccm bei 0° gesattigtem 
wisserigem Ammoniak gelést und 25 ccm bei 0° gesittigtes 
alkoholisches Ammoniak zugefiigt. Beim Kratzen mit einem 
Glasstab entsteht nach kurzer Zeit eine dicke Abscheidung 
vom Diammoniumsalz von Dichloracetyleystin. Nach 2 Tagen 
sieht das Ganze noch unverdndert aus, nach 4 Tagen hat 
sich ein zihes Ol abzuscheiden begonnnn. Eine Probe ist in 
Wasser vollkommen léslich. Nach 6 Tagen sind keine Kri- 
stalle mehr vorhanden, alles hat sich in ein schwach gelblich 
gefirbtes Ol verwandelt, das sich am Boden angesammelt 
hat. Nach einem Monat ist keine weitere Verinderung einge- 
treten; eine Probe ist vollkommen wasserliéslich. Man giefit 
die klare ammoniumchloridhaltige Fliissigkeit ab und knetet 
den Riickstand dreimal mit absolutem Alkohol durch, indem 
man jedesmal abgieBt. Das zihe Ol verwandelt sich dabei 
in ein weifies Pulver, das abgenutscht und mit Alkohol nach- 
gespiilt wird. Nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator 
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tiber Schwefelsiure erhilt man 4,2 g noch etwas chlorammon- 
haltiges Produkt. Man lést deshalb nochmals in 7 ccm Wasser 
und fallt mit 100 ccm absolutem Alkohol. Nach 24 Stunden 
wird abgenutscht und im Vakuumexsikkator getrocknet. 


Optisches Verhalten in Wasser. 


0,4004 g werden im Mefikolben von 10 cem in Wasser 
gelést und zur Marke aufgefiillt. 
4 = —18,94° im 2 dm-Rohr, 
[4]p — —174,0°! (Diglycyl-l-cystin: —116,54°). 


Das Produkt wird nochmals in ca. 5 cem Wasser gelist 
und die Lésung in 200 cem Alkohol einlaufen gelassen. Die 
Fallung wird beim Durchkneten bald fest und wird nach 
24 Stunden abgenutscht. 

0,4015 g werden im Mefikolben von 10 ccm in Wasser 
gelist und zur Marke aufgefiillt. 

@y —- —14,330 im 2 dm-Rohr, 
[2] = —178,46°. 

Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab: 

0,0948 g Substanz. Vorgelegt 20,19 ccm '/,, n-H,SO,, 
zuriicktitriert 9,73 cem 3/,, n-NaOQH; gebraucht 10,46 ccm 
1/9 n-H,SQ,. 


Diglycyleystin (M. G. = 854); ber.: 15,82°/, N, 
gef.: 15,46°/, N. 


Es mu noch durch neue Versuche gepriift werden, in 
welcher Weise dieses Priparat sich vom gewdéhnlichen Di- 
glycyleystin unterscheidet. Wiihrend dieses eine spezifische 
Drehung von —116,54° zeigte, drehte das eben erwihnte 
Priparat —178,46°. 
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Das Problem der physiologischen Polypeptidsynthese. 
f Von 
Emil Abderhalden und Hans Spinner. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1, Juni 1919.) 


In dieser Zeitschrift hat Herm. Pauly’) auf die Még- 
lichkeit hingewiesen, daf} im Organismus die Aneinanderreihung 
von Aminosiiuren in der Art, wie sie in den Polypeptiden ver- 
wirklicht ist, d. h. die siureamidartige Verkniipfung, in der 
Weise erfolgt, dafi aus Aminoséuren ihre Aldehyde entstehen 
und diese mit den freien Aminogruppen anderer Eiweifibau- 
steine in Reaktion treten. Diese Méglichkeit belegte Pauly 
durch Versuche, indem er Benzaldehyd und Glykokoll in 
wisseriger Lisung aufeinander einwirken lief. Er verwandte 
‘iquimolare Mengen und neutralisierte mit einem Aquivalent 
Alkali und schiittelte bei gewdéhnlicher Temperatur. Der 
eréfite Teil des Benzaldehyds ging in Liésung. Er oxydierte 
dann mit tibermangansaurem Kali, vesetzte mit etwas Bisulfit 
und sduerte an. Es entstand ein kristallinischer Niederschlag, 
der neben viel Benzoesiiure stets eine gewisse Menge Hippur- 
siure enthielt. 

Ks sind im hiesigen Institut bereits friiher mehrfach 
Versuche ausgefiihrt worden, um aus Aminosiauren dargestellte 
Aldehyde mit Aminosiuren zu kuppeln und in ahnlicher Weise, 
wie es Pauly bei der Hippursiuresynthese getan hat, das 
entstehende Kondensationsprodukt zu oxydieren. Leider waren 
alle Bemiihungen, das Kuppelungsprodukt zu isolieren, ver- 
gebens. Die ausgefiihrten Versuche seien kurz mitgeteilt. 


1) Zum Problem der natiirlichen Peptidsynthese. Diese Zeitschr. 
Bd. 99, S. 161 (1917). 
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Es wurde zunichst versucht, je ein Molekiil Benzal- 
dehyd und Glykokoll zu kondensieren und die resultierende 
Benzilidenverbindung von der Formel C,H, — CH 
= N — CH, - COOH gegebenenfalls zu Hippursiiure zu oxy- 
dieren. Es gelang jedoch nicht, das gewiinschte Konden- 
sationsprodukt zu erhalten. Selbst bei Anwendung molekularer 
Mengen beider Stoffe treten drei Molekiile Benzaldehyd mit 
einem Molekiil Glykokoll in Reaktion unter Bildung der 
Benzilidenverbindung von Isodiphenyl-oxithylamin?) von 
der Formel C,H, -CH(OH)-CH(C,H;)-N=CH-C,H,. Die 
Eimwirkung von Oxydationsmitteln auf obige einfache Ben- 
zilidenverbindung von Glykokoll konnte deshalb nicht unter- 
sucht werden. 

Lafit man aber Permanganat auf ein Gemisch von Benzal- 
dehyd und Glykokoll in alkalischer Liésung einwirken, dann 
erhailt man, wie bereits Pauly nachgewiesen hat, Hippur- 
siure, allerdings in sehr geringer Ausbeute. 

Entsprechende Versuche, Aminoacetaldehyd _ gleich- 
zeitig mit Glykokoll, Alanin oder Leucin durch Oxydation 
mit Permanganat in ein Dipeptid iiberzufiihren, hatten nicht 
den gewiinschten Erfolg. Wiihrend bei der Oxydation von 
Benzaldehyd und Glykokoll die gebildete Hippursiure infolge 
ihrer Leichtléslichkeit in Essigither, aber Schwerldslichkeit 
in Petroliither auch in sehr geringen Mengen leicht nach- 
gewiesen werden kann, bietet bei der Oxydation von Amino- 
acetaldehyd und Aminosiuren die Isolierung eines eventuell 
entstandenen Dipeptids infolge der ahnlichen Léslichkeitsver- 
haltnisse der in dem Reaktionsgemisch enthaltenen Stoffe 
kaum zu tiberwindende Schwierigkeiten’). 


Kondensation von Benzaldehyd und Glykokoll. 

0,75 g Glykokoll werden in 4 ccm Wasser warm gelést 
und hierzu 1,06 g Benzaldehyd, 2 ccm absoluter Alkohol und 
schlieBlich eine Lésung von 1 g Atznatron in 4 cem Wasser 
zugegeben. Beim Schiitteln entsteht eine klare Lésung, die 





) Vergl. Erlenmeyer jun., Liebigs Ann. Bd. 307, S, 114 (1899). 
*) Die Versuche werden trotzdem fortgesetzt. E. Abderhalden. 
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sich aber nach 2stiindigem Stehen zu triiben beginnt. Nach 
24 Stunden haben sich feine Niidelchen abgeschieden; man 
nutscht diese ab und lafit das Filtrat weiter stehen. Aus 
diesem scheiden sich bald noch weitere Mengen von Nadel- 
chen ab. Man erhilt so allmihlich 0,8 g einer Substanz, die, 
aus wenig siedendem Alkohol umkristallisiert, in schénen 
Nidelchen vom F. P. 132° sich abscheidet und welche iden- 
tisch ist mit der Benzilidenverbindung von Isodiphenyl-oxiathy]- 
amin (Erlenmeyer, loc. cit., F. P. 134°). 


Einwirkung von Kaliumpermanganat auf Benzal- 
dehyd und Glykokoll. 

7,0 g Glykokoll werden in 200 ccm !/,n-Natronlauge ge- 
‘ést und mit 10,6 g Benzaldehyd versetzt. Man la®t nun 
sofort eine Lésung von 10,6 g Kaliumpermanganat in 250 cem 
Wasser im Laufe von 10 Minuten unter starkem Umschiitteln 
zufliefien, wobei sich die Lésung etwas erwirmt, laft hierauf 
5» Stunden stehen und nutscht dann vom Braunstein ab. Das 
Wiltrat wird mit 50 ccm 5n-Salzsiiure angesiuert, worauf eine 
weifie kristallinische Fallung eintritt. Man nutscht ab und 
spilt mit Wasser nach (Filtrat s.u.). Der Riickstand wiegt 
nach dem Trocknen 6,8 g und schmilzt bei 121—123°; er ist 
vollkommen léslich in Petrolither und besteht ausschlieflich 
aus Benzoesiiure (fF. P. 121, 4°). 

Das Filtrat (s. 0.) wird 6mal mit Essigither ausge- 
schiittelt, der Auszug mit Natriumsulfat getrocknet und der 
Essigiither im Vakuum verdunstet. Der Riickstand wird im 
Soxhlet-Apparat mit Petroliither ausgezogen; es hinterbleiben 
0,45 g. Man lést in 20 ccm heifem Wasser, kocht mit etwas 
Tierkohle und filtriert; beim Erkalten scheiden sich prichtige 
lange Nadeln vom F. P. 193° ab; eine Mischprobe mit Hippur- 
siure (F. P. 194°) zeigt keine Schmelzpunktsdepression. 

Zur Stickstoffbestimmung (Mikro-Kjeldahl) wurde 
die Substanz im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 


0,04351 g Substanz brauchten 24,0 cem '/,,.¥-H, SQ,. 
Hippursdure (C,H,O,N = 179,1); ber.: 7,82°/, N, 
gef-: 7.72°/, N. 
















Verstaérkung der Katalasewirkung in Hefezellen. 
2. Mitteilung. 
Von 
Hans y. Euler und Ingvar Laurin. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitiit Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, Juni 1919.) 





In einer vorhergehenden Mitteilung') wurde gezeigt, dab 
es auf drei verschiedenen Wegen gelingt, die Katalasewirkung 
in den Hefezellen stark zu erhéhen, ohne dafi sich Anhalts- 
punkte fiir die Neubildung von Enzym zeigen, nimlich: 

durch Entwissern der Hefe, 

durch Einwirkung von Protoplasmagiften und 

durch Erwiirmen auf geeignete Temperaturen, bei Brennerei- 

Oberhefe 8 B II auf 55—63°. 
Seither ist diese Erscheinung hier weiter studiert worden, 


und zwar besonders an einer Mycodermahefe — hieriiber 
wird in einer Mitteilung von E. Vougt an anderer Stelle be- 
richtet — und an Saccharomyces Thermantitonum. 

I. 


Die Versuchsanordnungen bei der Untersuchung von Sac- 
charomyces Thermantitonum waren genau die gleichen, wie 
die in der vorhergegangenen Mitteilung angegebenen, auf welche 
wir also verweisen. Wir beschriinken uns auf die Angabe 
unserer schlieSlichen Ergebnisse. 

Zu jedem Versuch wurden 15 ccm Hefensuspension an- 
gewandt, enthaltend 0,0885 g frische Hefe. Hierzu 50 ccm 


Wasserstoffsuperoxydlésung (0,01 n.) und 100 ccm Natrium- 
phosphat als Puffer. p,, = 6,1. 





1) Euler und Blix, Diese Zeitschr. Bd. 105, 8. 85 (1919). 
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Bei Einwirkung der Protoplasmagifte Toluol und Chloro- 
form erhielten wir folgende Reaktionskonstanten k, welche 
also ein Mafi fiir die Geschwindigkeit der Spaltung von Wasser- 
stoffsuperoxyd sind. Zugesetzt waren je 0,25 ccm Toluol bzw. 
Chloroform (Ubersittigung). 


ohne Gift mit Toluol mit Chloroform 
ae ati 158 193 506 
Rel. Reakt. Geschw. . 1 1,2 3,2 


Wir konnten also auch an dieser Hefe durch 
Chloroform eine Verstaérkung der Katalasewirkung 
von tiber 300 °/, feststellen. 


I. 


Demgegeniiber ist es nun auffallend, dafi} die Katalase- 
wirkung dieser Hefe durch Erwirmung nicht aktiviert werden 
konnte. Parallelversuche waren immer mit der Hefe S B Il 
angestellt worden; wir fiihren als Beispiele folgende Kon- 
stanten an: 


Erhitzt auf — 57,8° 69,4° 
eae 58 540 0 
Sacch. Therm. 65 7 0 


Auch bei tieferen Temperaturen wurde keine Aktivierung 
an Sacch. Therm. erzielt. 

Was nun die Ursache der bei Brennereij-Oberhefe beobach- 
teten enormen Verstirkung durch Erwirmen betrifft, so haben 
neuere Versuche, iiber welche wir demnichst berichten werden, 
es wahrscheinlich gemacht, dai dieser Effekt auf die gleiche 
Wirkung zuriickzufiihren ist, wie die Abhingigkeit der In- 
aktivierungskonstanten der Saccharase von der Konzentration 
und die Abweichung der Inaktivierung vom normalen Reaktions- 
verlauf. Wir nehmen an, dafi es sich hier durchweg um 
Anderungen im Zustand des kolloiden enzymatischen Kataly- 
sators handelt, Anderungen, welche mit dem Quellungszustand 
bzw. dem Wassergehalt der Enzymmolekiile verbunden sein 
werden. In dieser Hinsicht soll zunichst untersucht werden, 
ob sich eine Parallelitat mit der inneren Reibung nachweisen 
laBt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CVI. 92 
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Mit der Anderung des Quellungszustandes wird eine Ver- 
schiebung des Dispersititsgrades eintreten und ein ultra- 
mikroskopisches Studium der Enzymliésungen im kritischen 
Temperaturgebiet kénnte in Betracht gezogen werden. An 
Pankreatinlésungen und an Liésung von kolloidalem Platin hat 
in einer sehr bemerkenswerten Arbeit G. Cesana solche ultra- 
mikroskopischen Versuche ausgefiihrt'). Immerhin ist die Deu- 
tung solcher Ergebnisse schwierig, da ja fast alle Enzym- 
lésungen noch einen sehr grofen Uberschuf von kolloidalen 
Verunreinigungen enthalten. Inwiefern die von Cesana in 
der erwahnten Arbeit gefundenen, allerdings recht kleinen Ak- 
tivierungen an Trypsin und kolloidalem Platin auf die gleichen 
Ursachen zuriickzufiihren sind, wie die Verstiirkung der Kata- 
lasewirkung in Hefezellen, lift sich einstweilen noch nicht 
entscheiden. 

Il. 

Wie Erwarmung auf Temperaturen iiber einer gewissen 
Grenze zerstérend auf die Katalase einwirken, so tritt auch 
durch Belichtung mit Strahlen des sichtbaren Spektrums und 
mit ultravioletten Strahlen eine Hemmung der Enzymwirkung 
ein. Die eingehendsten Versuche dariiber verdankt man Locke- 
mann, Thies und Wichern?). Es lag nahe, zu untersuchen, 
ob die von Euler und Blix gefundene Temperaturaktivierung 
auch durch eine gewisse Bestrahlung hervorgerufen werden 
kann. Wir haben mit frischer Hefe gearbeitet, welche wir, 
bei konstant gehaltener Temperatur, der direkten Sonnen- 
strahlung ausgesetzt haben. Es zeigte sich bei diesen Ver- 
suchen, daf} auch die Katalase innerhalb der frischen Hefen- 
zelle gegen Sonnenlicht recht empfindlich ist, es trat schon 
nach 30 Minuten eine Verminderung der Katalasewirkung um 
30 °/, des urspriinglichen Wertes ein, wahrend die Girtatigkeit 
dabei nur wenig (unter 5°/,) gehemmt wird’). 


1) Cesana, Archivio di Fisiol. Bd. 11, S. 180 (1913). 

2) Lockemann, Thies und Wichern, Diese Zeitschr. Bd. 88, 
8. 390 (1908). 

3) Wolfgang Ostwald (Biochem. Zeitschr. Bd. 10, S. 1 [1908]) hat 
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Eine Aktivierung konnten wir bis jetzt nicht feststellen. 
Zieht man in Betracht, in welch engem Temperaturgebiet die 
Temperaturaktivierung der Hefe eintritt, so findet man, dah 
nur eine griindliche Untersuchung mit weitgehender Variation 
der Strahlungsintensitét und der Wellenlingen hier zu einem 
endgiiltigen Ergebnis fiihren kann. Jedenfalls sollen diese 
Versuche hier fortgesetzt werden. LKinstweilen mag daran 
erinnert werden, da Wolfgang Ostwald’) bei der Belich- 
tung seiner Raupen mit Strahlen des sichtbaren Spektrums, 
besonders mit gelbem Licht, eine anfingliche Steigerung der 
Katalasewirkung beobachtete. Die Vermutung liegt nahe, dafi 
es sich hier um eine unserer Temperaturaktivierung analoge 
Lichtaktivierung der Katalasewirkung handelt. 


ay, 


Uber die Kinwirkung von Réntgenstrahlen auf die Katalase 
liegen ebenfalls eingehende Versuche von Lockemann, Thies 
und Wichern (Il. c.) vor. Ihr Ergebnis war negativ, Réntgen- 
strahlen haben auf die Wirksamkeit der Blutkatalase keinen 
merklichen Einflufj, wie denn iiberhaupt Réntgenstrahlen auf 
isolierte Enzyme nicht einzuwirken scheinen *). 

Es wir also anzunehmen, dafi freie Katalase auch inner- 
halb der Hefe durch Réntgenstrahlen nicht beeinfluBt wird, 
und schien hier ein Mittel vorzuliegen, Aufschluf iiber even- 
tuelle Verbindung dieses Enzyms mit dem Protoplasma zu 
erhalten, falls eine Hemmung der Katalasewirkung innerhalb 
der lebenden Zelle eintrat. 

In der Réntgenabteilung der hiesigen Hochschule wurden 
deshalb einige orientierende Versuche ausgefiihrt; Herrn Do- 
zenten Dr. G. Aminoff sind wir fiir seine Hilfe zu Dank 
verpflichtet. 


eine Hemmung der Katalasewirkung bei der Bestrahlung lebender Raupen 
(Porthesia) gefunden. : 

') Wolfgang Ostwald l.c. 8. 46—69. 

") Schmidt-Nielsen, Hofm. Beitr. Bd. 5, 8. 400 (1904). Jodl- 
bauer, Deutsches Archiv f. klin. Med. Bd. 80, S. 488 (1904). P.T. Richter 
und Gerhartz, Berl. klin. Wochenschr. Bd. 45, S. 646 (1908). 
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In zwei Versuchsserien wurden je 4 Emulsionen von frischer 
Oberhefe S B II je 5, 10 und 15 Minuten den Réntgenstrahlen 
ausgesetzt. Die Bedingungen waren folgende: 


Abstand der in Glasréhren eingeschmolzenen Hefe von 
der Kathode: 20 cm. 

Volt im Primarstrom: 115. 

Ampére im Primarstrom: 5. 

Hauptwiderstand des Primiarkreises, Ohm: 20. 

Milliampére im Sekundirstrom: 3. 

Harte: 9. 

Platinkathode. 


Unmittelbar nach der Bestrahlung wurde die Hefe in der 
gleichen Weise wie die unbestrahlte abgewogen, in Wasser 
aufgeschlemmt und in Bezug auf Katalasewirkung untersucht. 
Bei keinem der angestellten Versuche konnte eine iiber 
die Versuchsfehler hinausgehende Anderung der Ka- 
talasewirkung nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Euler und Blix bei einer Oberhefe gefundene 
Aktivierung der Katalasewirkung durch Chloroform wurde 
auch bei Saccharomyces Thermantitonum nachgewiesen. Da- 
gegen zeigte sich bei dieser Hefe keine Aktivierung durch 
Temperaturerhéhung. Die gefundenen Aktivierungen der Ka- 
talase werden hypothetisch auf eine Anderung des Quellungs- 
zustandes des kolloiden Enzymmolekiils zuriickgefiihrt. 

2. Durch die Strahlen des Sonnenlichtes wird die Wirkung 
der in den lebenden Zellen enthaltenen Katalase in kurzer 
Zeit geschwicht. Eine Aktivierung der Hefenkatalase durch 
solche Bestrahlung wurde noch nicht erreicht. 

3. Réntgenstrahlen beeinflussen die Katalasewirkung der 
lebenden Hefe nicht. 












Fir die haufiger zitierten Zeitschriften werden folgende Abkirzungen 


empfohlen: 
Liebig., Ann. der Chem. == (Liebigs) Annalen der Chemie. 
Pfitigers Arch. == Archiv fiir die gesamte Physiologie. 
Arch, (Anat. u.) Physiol, = Archiv fir Physiologie, (Archiv fir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 
Abteilung). 
Arch. fiir exper. Pathol. == Archiv fiir experimentelle Pathologie 


und Pharmakologie. 


Chem. Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. = Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 

Biochem. Jl. == The Biochemical Journal. 

Biochem. Zs. = Biochemische Zeitschrift. 

Bull. Soc. chim. France. = Bulletin dela Société chimique de France. 

Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 

C. R. == Comptes rendus de l’Académie des 


Sciences. 

The journal of biological chemistry. 
The journal of Physiology. 

Journal fiir praktische Chemie. 
Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 
Monatshefte fiir Chemie. 

Zeitschrift fir physikalische Chemie 
Quarterly Journal of experimental phy- 
siology. 

Skandinavisches Arch. ftir Physiologie. 
Zeitschrift fir Biologie. 


Jl. of Biol. Chem, 

Jl, of Physiol. 

Jl. fir prakt, Chem. 

Landw. Versuchsstation. 
Mon.-H. fiir Chemie. 

Zs. physikal. Chem. 

Quarterly Jl. Experim. Physiol. 


Tad ad by 


Skand. Arch. Physiol. 
Zs. Biol. 
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